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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
Angl. Angleško 
* Krat 
APS Amonijev persulfat (angl. Ammonium persulphate) 
ASC Angl. Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 
ATP Adenozin trifosfat (angl. Adenosine triphosphate) 
BCA Bikinhonska kislina (angl. The bicinchoninic acid) 
BRCC3 Encim deubikvitinaza (angl. BRCA1/BRCA2-Containing Complex Subunit 3) 
BMDM Makrofagi iz kostnega mozga (angl. Bone marrow derived macrophages) 
DAG Diacil glicerol 
DAMP Molekulski vzorci povezani s poškodbami (angl. Damage associated 
molecular patterns) 
DMSO Dimetil sulfoksid (angl. Dimethyl sulfoxide) 
DNA   Deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic acid) 
CARD Angl. caspase activation and recruitment domains 
EDTA Etilendiamintetraocetna kislina (angl. Ethylenediaminetetraacetic acid) 
ELISA Imunsko-encimski test (angl. Enzyme linked immunosorbent assay) 
ER Endoplazmatski retikulum 
FBS Fetalni goveji serum (angl. Fetal bovine serum) 
GBP5 Angl. Guanylate binding protein 5 
GA Golgijev aparat 
GSDMD Gasdermin D 
HRP Hrenova peroksidaza 
IFN-γ Interferon gamma 
IL Interlevkin (angl. Interleukin) 
IRF1 Transkripcijski regulator (angl. Interferon regulatory factor 1) 
LDH Laktat dehidrogenaza (angl. Lactate dehydrogenase) 
LPS Lipopolisaharid (angl. Lipopolysaccharide) 
LRR Z levcinom bogate ponovitve (angl. Leucin-rich repeats) 
LIZO Lizosom 
mAb Monoklonsko protitelo (angl. Monoclonal Antibody) 
MARK4 Angl. Microtubule –affininty regulating kinase 4 
MAVS Mitohondrijski anti-virusni signalni protein (angl. Mitochondrial anti-viral 
signaling protein) 
MSU Mononatrijev urat (angl. Monosodium urate) 
mtDNA Mitohondrijska DNA 
MQ Dodatno očiščena deionizirana voda (angl. Milli-Q) 
NaDS Natrijev dodecil sulfat  
XIII 
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NBD Nukleotid-vezavna domena (angl. nucleotide binding domain) 
NEK7 Protein, ki spada med NIMA kinaze 
NES Angl. Nuclear export signal 
NFκB Transkripcijski jedrni faktor - κB (angl. Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) 
NLR NOD-u podobni receptor (angl. NOD-like receptor) 
NLS Angl. Nuclear localization sequence 
NLRP3 Angl. NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 
NOD Nukleotid vezavna oligomerizacijska domena (angl. Nucleotide-binding 
oligomerization domain) 
PAGE Poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. Polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
PAMP Molekulski vzorci, značilni za patogene mikroorganizme (angl. Pathogen-
associated molecular patterns) 
PBS Fosfatni pufer s soljo (angl. Phosphate buffered saline)  
PCR Verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase chain reaction) 
PEX3 Peroksisomalni faktor biogeneze 3 (Angl. Peroxisomal biogenesis factor 3) 
PKA Protein kinaza A (angl. Protein kinase A) 
PKD Proteinska kinaza D (angl. Protein kinase D) 
PKR Proteinska kinaza R (angl. Protein kinase R) 
PRR Receptorji za prepoznavo vzorcev (angl. Pattern recognition receptors) 
Ptdlns4P  Fosfatidillinozitol-4-fosfat (angl. Phosphatidylinositol-4-phosphate) 
PYD Pirinska domena (angl. Pyrin domain) 
ROS Reaktivne kisikove zvrsti (angl. Reactive oxygen species) 
SCAP Angl. SREBP cleaveage active protein 
TEMED N,N,N,N-tetrametil-etilendiamin  
TGN Trans Golgijeve povezave (angl. Trans Golgi-network) 
THP-1 Človeški monociti (angl. Human monocytic cell line) 
TLR Membranski Tollu podobni recepetorji (angl. Toll-like receptors) 
Tm Temperatura raztapljanja (angl. Melting temperature) 
TNF Dejavnik tumorske nekroze (angl. Tumor necrosis factor) 
TOM20 Podenota mitohondrijskega receptorja na zunanji membrani mitohondrija 
(angl. Mitochondria Outer Membrane Translocase Subunit) 
TRIS Tris (hidroksimetil)-aminometan 
TXNIP  Angl. Thioredoxin-interacting protein 
UPR Odziv na nezvite proteine (angl. Unfolded protein response) 
vrt./min Vrtljaji na minuto 
YFP Rumeni fluorescenčni protein (angl. Yellow fluorescent protein) 
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1 UVOD 
1.1 PREDSTAVITEV INFLAMASOMA 
Prirojena imunost predstavlja primarno obrambo pred patogenimi organizmi. Eni od 
ključnih akterjev prirojene imunosti so multiproteinski kompleksi, imenovani inflamasomi. 
Njihova aktivacija omogoči zorenje imunskih molekul, kot sta citokina IL-1β in IL-18, 
njihovo delovanje pa je lahko tudi vzrok za celično smrt, imenovano piroptoza. Od vseh 
inflamasomov je inflamasom NLRP3 do sedaj najbolj raziskan. Lahko se odzove na vrsto 
različnih patogenih signalov mikrobnega in endogenega izvora. Molekule, ki povzročijo 
sestavljanje in aktivacijo inflamasoma se imenujejo aktivatorji. Kanonična aktivacija 
inflamasoma poteka v dveh korakih. V prvem koraku poteka izražanje in zorenje 
posameznih delov inflamasoma. V drugem koraku pa pride do sestavljanja v 
inflamasomski kompleks in njegove aktivacije. Najprej NLRP3 oligomerizira, nato pa se 
nanj priključi adaptorski protein ASC (angl. the adaptor molecule apoptosis-associated 
speck-like protein containing a CARD) in efektorski protein prokaspaza-1. Aktivacija 
NLRP3 ima v celici lahko različne posledice. Lahko vodi v piroptozo, lahko pa pride le do 
sproščanja vnetnih citokinov in celice ostanejo žive. Aktivatorji sprožijo avtokatalitično 
aktivacijo kaspaze-1, ki povzroči zorenje provnetnih citokinov ter proteina gasdermin D, ki 
s tvorbo por v celični membrani vodi v piroptozo.  
1.2 OPREDELITEV PROBLEMA 
Aktivacija NLRP3 lahko pripomore k nastanku različnih avtoinflamatornih bolezni, kot so 
Alzheimerjeva bolezen, diabetes, putika, arteroskleoza in tudi druge nevrodegeneretativne 
bolezni. V zadnjih letih različne študije kažejo na prisotnost inflamasoma NLRP3 v 
različnih celičnih organelih, kjer se NLRP3 aktivira in sestavlja v inflamasomski 
kompleks. Njegovo prisotnost so dokazali v endoplazmatskem retikulumu in citosolu, med 
aktivacijo pa so zaznali, da njegovo sestavljanje poteka v citosolu, mitohondrijih in na 
mitohondrijskih membranah (Zhou in sod., 2011). V zadnjih študijah so pokazali, da se 
inflamasom NLRP3 nahaja tudi na trans delu razstavljenega Golgijevega aparata (Chen in 
Chen, 2018). Problem je, ker mehanizmi delovanja in aktivacije inflamasoma še niso znani 
v tolikšni meri, da bi lahko identificirali tarčna mesta delovanja terapevtikov. Poznavanje 
lokacije inflamasoma v celici med različnimi stanji aktivacije je pomembna informacija, ki 
lahko veliko doprinese k razumevanju njegovega delovanja in s tem omogoči razvoj 
specifičnih inhibitorjev njegove aktivacije in razvoj terapevtikov, ki bi pomagali pri 
zdravljenju bolezni, povezanih z inflamasomom NLRP3.  
  2 
Alič B. Vpliv lokacije proteina NLRP3 na tvorbo in delovanje inflamasoma.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
1.3 CILJI NALOGE 
Dosedanje študije dokazujejo, da aktivacija NLRP3 lahko poteka po več možnih poteh, kaj 
je vzrok temu, pa ne vemo. Predpostavljamo, da lokacija NLRP3 v celici vpliva na potek 
aktivacije NLRP3, vendar pa dosedanje študije nakazujejo zelo raznoliko celično 
lokalizacijo NLRP3 in so si med seboj precej nasprotujoče. Zato smo se odločili, da bomo 
za razliko od obstoječih študij, ki spremljajo lokalizacijo NLRP3 v celicah divjega tipa, v 
magistrski nalogi protein NLRP3 umetno lokalizirali na različne dele celice in preverili, 
kako se na različnih lokacijah aktivira inflamasom NLRP3 po kanonični poti. V prvem 
delu magistrske naloge je bil cilj načrtovanje konstruktov proteina NLRP3, označenega z 
rumenim fluorescenčnim proteinom ter ustreznimi zaporedji za lokalizacijo na specifično 
mesto v celici. Namen je bil, da z različimi metodami kloniranja konstrukte vstavimo v 
vektor pRetroX-TRE3G in z metodo retrovirusne transdukcije pripravimo stabilne celične 
linije v mišjih makrofagih, ki imajo izbit gen za NLRP3. Cilj drugega dela naloge je bil, da 
celične linije izpostavimo aktivatorjem kanonične poti inflamasoma NLRP3 nigericinu, 
silicijevemu oksidu, alumu in imikvimodu. Aktivacijo inflamasoma bi nato preverili z 
imuno-encimskim testom, tesom LDH, konfokalno mikroskopijo in prenosom po 
Westernu.  
1.4 HIPOTEZE 
Delovne hipoteze naše raziskave so bile: 
 
• HIPOTEZA 1: Predpostavljali smo, da bodo variante NLRP3 z lokalizacijskimi 
oznakami usmerjene na ustrezno celično lokacijo. 
 
• HIPOTEZA 2: Predpostavljali smo, da bo celična lokalizacija vpliva na tvorbo in 
aktivacijo inflamasoma NLRP3. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 INFLAMASOMI 
Inflamasomi so multiproteinski kompleksi, ki so pomembni regulatorji prirojenega 
imunskega odziva in sodelujejo pri nespecifičnem odzivu na vdor mikroorganizmov v 
celico. Njihova naloga je, da aktivirajo proteazo kaspazo-1, ki omogoči zorenje 
proinflamatornih citokinov v zrele citokine IL-1β in IL-18. Delovanje inflamasomov lahko 
vodi do programirane celične smrti, imenovane piroptoza. Z direktno vezavo ligandov ali 
pa s posrednimi mehanizmi prepoznajo mikrobne produkte ali endogene molekule, 
sproščene iz poškodovanih ali umirajočih celic ter sprožijo vnetni odgovor (Rathinam in 
sod., 2012). 
 
Del prirojenega imunskega sistema so PRR (angl. Pattern recognition receptors), 
receptorji, ki prepoznavajo širok spekter različnih mikrobnih struktur imenovanih PAMP 
(angl. Pathogen associated molecular patterns), prepoznajo pa tudi molekulske vzorce 
lastnih endogenih molekul, ki se sprostijo iz poškodovanih celic, ki jim pravimo vzorci 
DAMP (angl. Danger associated molecular patterns). Ena od skupin receptorjev PRR so 
transmembranski receptorji TLR, Tollu podobni receptorji. Zaznavanje preko receptorjev 
PAMP sproži aktivacijo poti NFκB in AP-1, ki sprožijo transkripcijo proinflamatornih 
citokinov ter vodijo v sestavljanje velikih molekularnih kompleksov, imenovanih 
inflamasomi (Schroder in Tschopp, 2010). 
 
Inflamasome lahko grobo delimo v dve skupini. Lahko spadajo v družino NLR (angl. Nod 
like receptors) ali pa v družino PYHIN (angl. pyrin and HIN domain-containing protein). 
V družino PYHIN sodita inflamasoma AIM2 in IFI16, v družino NLR pa inflamasomi 
NLRP1, NLRP3, NLRC4 (IPAF), NLRP6 in NLRP12. Za slednje je dokazano, da se 
združijo v inflamasomski kompleks (Rathinam in sod., 2012). Inflamasom NLRP3 spada v 
NLR družino inflamasomov. 
 
Del inflamasoma NLRP3 sestavlja protein NLRP3, ki ima značilno tridelno strukturo 
(Slika 1): 
• N-terminalna efektorska pirinska domena (PYD, angl. Pyrin domain) 
• Osrednja domena NOD (angl. Nucleotide binding and oligomerization 
domain), imenovana tudi NACHT domena, ki je ključna za sestavljanje v 
inflamasom (Swanson in sod., 2019). 
• C-terminalna domena s ponovitvami bogatimi z levcinom (LRR, angl. 
Leucine-rich repeat ). Domnevajo, da ta domena lahko inhibira sestavljanje 
inflamasoma s pripenjanjem na NACHT domeno (Swanson in sod., 2019). 
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Slika 1: Sestava različnih komponent inflamasomskega kompleksa NLRP3 (Schroder in sod., 2010). 
2.2 SESTAVLJANJE IN AKTIVACIJA INFLAMASOMA NLRP3 
Sestavni del celotnega inflamasomskega kompleksa je adaptorski protein, imenovan ASC, 
ki med samim procesom aktivacije inflamasoma omogoči mnoge interakcije med 
različnimi proteini. Protein ASC je sestavljen iz domene PYD in domene CARD (Slika 1). 
Ob sestavljanju inflamasoma se najprej prične oligomerizacija NLRP3, za tem se na PYD 
domeno NLRP3 prične s svojo PYD domeno pripenjati adaptorski protein ASC. ASC tvori 
dolge filamente iz središča oligomernega NLRP3 kompleksa, CARD domena adaptorskega 
proteina ASC pa se poveže s CARD domeno prokaspaze-1 (Lu in sod., 2014) (Slika 1in 
Slika 2). Prokaspaza-1 je naslednji ključni sestavni del inflamasomskega kompleksa in je 
sestavljena iz domene CARD in domen p20 in p10. Prokaspaza-1 se avtoproteolitsko cepi 
in tako nastane njena aktivna oblika, kaspaza-1, ki je sestavljena iz heterotetramerov (iz 
dveh podenot p20 in p10) (Slika 2). To je aspartat specifična cisteinska proteaza, katere 
substrat so proinflamatorni citokini IL-1β in IL-18 (Lamkanfi M., 2011; Broz in sod., 
2010) in protein gasdermin D (GSDMD), ki po cepitvi postane aktiven in se s svojim 
aktivnim N-koncem namesti v plazemsko membrano in v njej tvori pore. Rezultat je vnetna 
celična smrt, imenovana piroptoza (Liu in sod., 2016; Shi in sod., 2015; Kayagaki in sod., 
2015). Slika 1 prikazuje povezovanje domen različnih komponent inflamasoma med seboj. 
NLRP3 je na svojem N-koncu sestavljen iz pirinske (PYD) domene, zato se more direktno 
vezati domene CARD prokaspaze-1 (Lu in sod., 2014). Protein ASC se s PYD domeno 
veže na PYD domeno proteina NLRP3, s CARD domeno pa se veže na CARD domeno 
prokaspaze-1 (Schroder in sod., 2010). Oligomerizacija proteina NLRP3, tvorba dolgih 
filamentov ASC ter nastanek filamentov prokaspaze-1 na filamentih ASC je prikazan na 
sliki 2. Po avtokatalitični cepitvi prokaspaze-1 v aktivno kaspazo-1, se le-ta odcepi iz 
kompleksa (Guo in sod., 2015).  
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Slika 2: Prostorski prikaz sestavljanja inflamasoma NLRP3 in njegove aktivacije (prirejeno po Guo in sod., 
2015). 
2.2.1 Kanonična aktivacija inflamasoma 
Znano je, da se inflamasom NLRP3 lahko aktivira preko različnih poti, katerih posledice se 
med seboj razlikujejo. Ena od najbolj raziskanih načinov aktivacije inflamasoma je 
kanonična aktivacija inflamasoma. Inflamasom NLRP3 za svojo uspešno aktivacijo 
potrebuje dva signala. Pri prvem signalu pride do vezave liganda na receptor TLR. 
Najpogosteje uporabljen induktor za aktivacijo prvega signala je bakterijski endotoksin 
LPS, ki je polisaharid, ki sestavlja zunanjo membrano Gram-negativnih bakterij. Ta vezava 
vodi do aktivacije transkripcijskega faktorja NFκB (Slika 3, levo). S tem se poveča 
ekspresija in izločanje proinflamatornih citokinov IL-1β in IL-18 ter izražanje in 
oligomerizacija proteina NLRP3. Za dokončno sestavitev in aktivacijo inflamasoma pa je 
potreben drugi signal, znan tudi kot aktivacijski signal. Ta signal sprožijo različne 
molekule, ki jih imenujemo aktivatorji (Hamilton in Anand, 2019). Aktivaciji inflamasoma 
sledi aktivacija prokaspaze-1, zorenje IL-1β in IL-18 ter cepitev proteina GSDMD, ki s 
tvorbo por v membrani povzroči piroptozo, to pa je končni rezultat kanonične aktivacije 
inflamasoma. 
2.2.1.1 Prvi korak aktivacije inflamasoma NLRP3 
Makrofagi morajo pred izpostavitvijo aktivatorjem biti izpostavljeni predhodnim 
stimulansom, to so mikrobne ali endogene komponente (npr. mikrobni LPS), ki vodijo v 
sproščanje proinflamatornih citokinov in v sestavljanje inflamasoma, čemur pravimo prvi 
korak aktivacije inflamasoma (angl. priming). Po vezavi liganda na TLR receptor se 
aktivira transkripcijski faktor NFκB, pride do izražanja proinflamatornih citokinov in 
proteina NLRP3. NLRP3 se v tem času nahaja še v premajhni koncentraciji, da bi prišlo do 
njegove aktivacije (Bauernfeind in sod., 2009; Franchi in sod., 2009). Prvi korak aktivacije 
naj ne bi vplival na nivo izražanja proteina ASC, prokaspaze-1 in proinflamatornega 
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citokina IL-18 (Bauernfeind in sod., 2009). Ugotovili so, da akutna, torej kratka (10 min) 
izpostavljenost LPS povzroči fosforilacijo kinaze IRAK-1 (angl. IL-1 receptor-associated 
kinase-1) (Kim in sod., 2016), ki je eden od regulatorjev vključenih v pot aktivacije 
NLRP3. Stimulacija z LPS vpliva na posttranslacijske modifikacije proteina NLRP3 in s 
tem regulira njegovo aktivacijo. NLRP3 je na LRR regiji ubikvitiniran, LPS pa posredno 
sproži deubikvitinacijo preko encima BRCC3 (Juliana in sod., 2012; Lopez-Castejon in 
sod., 2013; Py in sod., 2013). NLRP3 se na določenih mestih tudi fosforilira (Song in sod., 
2017). Zadnje študije kažejo, da stimulacija z LPS vodi v aktivacijo transkripcijskega 
faktorja IRF1, ki inducira sintezo mitohondrijske DNA, ta pa naj bi imela vlogo pri 
aktivaciji inflamasoma (Zhong in sod., 2018).  
2.2.1.2 Drugi korak aktivacije inflamasoma NLRP3 
Inflamasom NLRP3 se odziva na širok spekter različnih molekul, ki so si po strukturi zelo 
različne. Lahko gre za topne molekule, netopne delce, eksogene ali endogene signale 
(Chen in sod., 2019). Odziva se na endogene stresne dejavnike v celici, ki se izločajo v 
poškodovanih celicah. Sestavljanje inflamasoma in njegovo aktivacijo tako povzročita 
ATP (eden prvih opisanih endogenih aktivatorjev NLRP3) (Mariathasan in sod., 2006) in 
hialuron (Yamasaki in sod., 2009), ki se izločata iz poškodovanih celic. ATP oz. adenozin 
trifosfat izločajo bakterije ali druge gostiteljske celice med bakterijsko infekcijo. Deluje 
tako, da se veže se na P2X purinoceptor 7 in s tem sproži nadaljnje signale aktivacije 
NLRP3 (Slika 3). Inflamasom aktivira tudi amiloidni-β peptid, ki je glavna kompentena v 
možganskih plakih pri bolnikih z Alzheimerjevo boleznijo (Halle in sod., 2008). NLRP3 se 
aktivira tudi metobolni stres v celici, ekstracelularna glukoza (Zhou in sod., 2010), 
mononatrijev urat (MSU), ki se tvori kot posledica hiperurikemije in avtoimune bolezni 
protina (Martinon in sod., 2006). Do vnetja preko aktivacije inflamasoma NLRP3 pride 
tudi zaradi okoljskih stresorjev, kot so silicijev oksid (Cassel in sod., 2008; Dostert in sod., 
2008; Hornung in sod., 2008), azbest (Cassel in sod., 2008; Dostert in sod., 2008), UVB 
sevanje (Feldmeyer in sod., 2007), in različni dražilci kože kot so trinitrofenilklorid, 
trinitroklorobenzen in dinitrofluorobenzen (Sutterwala in sod., 2006; Watanabe in sod., 
2007; Schroder in sod., 2010). 
 
Zadnje desetletje aktivno raziskujejo, kakšne so strukturne in kemijske značilnosti 
aktivatorjev oz. kaj je tisto, kar povzroči aktivacijo inflamasoma. Čeprav se število znanih 
aktivatorjev NLRP3 veča, pa točen mehanizem aktivacije še ni znan. Ni dokazov, da bi 
prišlo do direktne vezave aktivatorja na NLRP3. Glede na različne strukture in naravo 
ligandov predvidevajo, da različni aktivatorji sprožijo podobne mehanizme in celične 
procese, ki nato vodijo v oligomerizacijo NLRP3 ter oblikovanje funkcionalnega in 
aktivnega inflamasoma (Rathinam in sod., 2012). Kar nekaj raziskav poudarja, da je pri 
odzivu na aktivator in s tem za aktivacijo NLRP3 pomembna homeostaza v 
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endoplazmatskem retikulumu (ER), mitohondrijih in Golgijevem aparatu (GA) (Hamilton 
in Anand, 2019). 
 
Dvostopenjska kanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 je prikazana na sliki 3. 
Dogajanje v celici ob sprožitvi prvega signala oz. vezave liganda na TLR ali IL-1R 
receptor na celični membrani ter aktivacija poti NFκB, je prikazana na levi strani slike. Na 
desni strani je prikazan drugi signal, ki ob vezavi različnih aktivatorjev vodi v aktivacijo 
NLRP3 (Kelley in sod., 2019). 
 
 
Slika 3: Dvostopenjski model aktivacije NLRP3 inflamasoma (prirejeno po Kelley in sod., 2019). 
2.2.2 Nekanonična aktivacija inflamasoma 
Tudi nekanonična pot aktivacije sčasoma povzroči sproščanje in zorenje vnetnih citokinov 
ter celično smrt, vendar mehanizem, ki pripelje do tega poteka drugače (Yang in sod., 
2019). Ključen encim pri nekanonični aktivaciji je kaspaza-11 pri miših in kaspazi-4/5 pri 
človeku. Pri miših je za nekanonično aktivacijo pomemben prvi signal aktivacije, s katerim 
pride do povečane transkripcije kaspaze-11, katere koncentracija je v mirujočih celicah 
zelo nizka. S tem se imunski odziv poveča. V človeških celicah ta korak ni potreben, saj je 
kaspaza-4 konstitutivno izražena in do njene aktivacije pride že z vezavo citosolnega LPS 
(Baker in sod., 2015). Do nekanonične aktivacije NLRP3 pride pri okužbi z gram 
negativnimi bakterijami, ki imajo na zunanji membrani lipopolisaharide (LPS), ne pa z 
gram pozitivnimi bakterijami. Zgoščene regije lipida A so tisti del LPS, ki naj bi ga CARD 
domena prokaspaze-4/5/11 prepoznala in s tem postala aktivna kaspaza-4/5/11, se 
oligomerizirala in cepila protein gasdermin D in ga tako aktivirala (Kayagaki in sod., 
2015). Kaspaze-4/5/11 niso sposobne cepiti provnetnih citokinov, ampak vodijo le do 
piroptoze in nastanka kalijevega pretoka. N-terminalna domena gazdermina povzroči 
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piroptozo v celici in aktivira inflamasom NLRP3 preko procesov, odvisnih od kalijevega 
pretoka. Preko aktiviranega NLRP3 se aktivira še kaspaza-1, ki cepi provnetne citokine IL-
1β in IL-18.  
2.2.3 Alternativna aktivacija inflamasoma 
Gaidt in sod. (2016) so v svojih raziskavah prvič pokazali, da je do aktivacije inflamasoma 
NLRP3 prišlo po vezavi liganda na TLR4 receptor v odsotnosti drugega signala aktivacije. 
Daljša izpostavitev LPS je bila dovolj, da je prišlo do od kaspaze-1 odvisnega zorenja in 
sproščanja vnetnega citokina IL-1β. Pri alternativni aktivaciji je vključena kaspaza-8, ki 
ima sicer pri kanonični poti vlogo v prvem signalu aktivacije (angl. Priming), vendar 
deluje po drugačni poti. Njen mehanizem delovanja v tem primeru še ni raziskan (Gaidt in 
sod., 2017). Glavna razlika med klasično (kanonično in nekanonično) ter alternativno 
aktivacijo je ta, da ni odvisna od pretoka kalija ter ne vodi v piroptozo, zato celice ostanejo 
žive. Ta način aktivacije je bil opisan v človeških monocitih (Awad in sod., 2018).  
 
Slika 4 spodaj prikazuje primerjavo med nekanonično in alternativno aktivacijo 
inflamasoma NLRP3. Pri nekanonični aktivaciji je prikazana vloga kalijevega pretoka in 
aktivacija kaspaz-4/5/11 z direktno vezavo LPS. Končen rezultat nekanonične aktivacije je 
piroptoza. Pri alternativni aktivaciji se LPS veže preko TLR receptorja, v aktivacijo 
NLRP3 je vključena kaspaza-8 in drugi regulatorji, ter ne vodi v piroptozo (Kelley in sod., 
2019). 
 
Slika 4: Prikaz nekanonične (levo) in alternativne (desno) aktivacije inflamasoma (prirejeno po Kelley in 
sod., 2019). 
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2.3 POMEMBNI MEHANIZMI AKTIVACIJE NLRP3 
Na aktivacijo inflamasoma NLRP3 vplivajo tudi spremembe v znotrajceličnem ionskem 
okolju (Rathinam in sod., 2012). Pomembno vlogo imajo trije mehanizmi: kalijev pretok, 
reaktivne kisikove spojine, ki nastanejo pri poškodbi mitohondrijev (ROS) in poškodbe 
lizosomov, ki nastanejo pri fagocitozi in presnovi velikih trdnih aktivatorjev (Slika 5). 
Nekatere raziskave opozarjajo tudi na vlogo mobilizacije kalcija (Hamilton in Anand, 
2019). Posredno regulatorno vlogo pri aktivaciji NLRP3 pa imata tudi pretok natrija in 
klora, saj modulirata kalijev pretok (Kelley in sod., 2019).  
 
Aktivacijo NLRP3 preko kalijevega pretoka naj bi sprožili bakterijski citotoksini kot npr. 
hemolizin, ter ekstracelularni ATP, nigericin (antibiotik, ki ga izloča bakterija 
Streptomyces Hygroscopis). Delujejo tako, da zmanjšajo nivo kalija v citosolu, to pa vpliva 
na zorenje citokina IL-1β (Hornung in sod., 2008). Kalijev pretok je zmožen aktivacije 
NLRP3, medtem ko visoke koncentracije zunajceličnega njegovo aktivacijo blokirajo 
(Muñoz-Planillo in sod., 2013). Kot je že bilo omenjeno, ima kalijev pretok pomembno 
vlogo pri nekanonični aktivaciji, saj vodi v aktivacijo NLRP3 (Rühl in sod., 2015; Yang in 
sod., 2015).  
 
Aktivatorje v obliki kristalov in trdnih delcev, kot so silicijev oksid, alum, MSU, azbest, 
amiloid-β, kristale holesterola povezujejo s poškodbami lizosomov, ki te delce sprejmejo s 
fagocitozo, nato pa se po poškodbi lizosomalna vsebina sprosti v citosol (Jin C. in Flavell 
R.A., 2010; Kelley in sod., 2019). S tem je prišlo tudi do sproščanja lizosomalnega encima, 
katepsina B, ki potem povzroči aktivacijo NLRP3. To je ključni korak, ki nato vodi v 
aktivacijo NLRP3 (Hornung in sod., 2008). Natančen mehanizem delovanja še ni jasen 
(Kelley in sod., 2019) (Slika 5). 
 
Različni aktivatorji sprožijo nastanek reaktivnih kisikovih snovi v mitohondrijih. Taki 
aktivatorji so npr. hemozoin (protein, ki ga proizvaja parazit, ki povzroča malarijo), in C. 
albicans. Nastanek ROS pa sprožijo tudi trdni delci (silicijev oksid, azbest), ko se zaradi 
degradacije lizosomov, lizosomalni encimi sprostijo iz njih in povzročijo nastanek 
reaktivnih kisikovih spojin v mitohondriju. Nastanek reaktivnih kisikovih spojin v 
mitohondriju in njihov vpliv pri aktivaciji NLRP3 je lahko ena od razlag, kako lahko 
strukturno in funkcionalno tako različni aktivatorji vodijo v enak mehanizem aktivacije 
inflamasoma. Na sliki 5 je grafično prikazan pomen kalijevega pretoka ob vezavi in vstopu 
ATP v celico, nastanek kisikovih reaktivnih spojin in poškodb lizosoma zaradi trdnih 
kristalnih delcev pri aktivaciji NLRP3 (Abais in sod., 2015). 
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Slika 5: Prikaz vpliva kalijevega pretoka ob vstopu aktivatorja ATP v celico, ROS iz mitohondrijev in 
poškodb lizosomov na aktivacijo NLRP3 (prirejeno po Abais in sod., 2015). 
2.4 LOKALIZACIJA NLRP3 
Številne študije kažejo na to, da se pred aktivacijo inflamasoma NLRP3 le-ta nahaja v 
različnih celičnih strukturah, kot so endoplazmatski retikulum (ER) in citosol, v aktivni 
obliki pa se nahaja v citosolu, mitohondriju in v membranah ER, ki so povezane z 
mitohondriji (MAM). Zadnje objave kažejo na to, da se inflamasom NLRP3 v aktivirani 
obliki nahaja tudi v razstavljenem trans Golgijevem aparatu, ki služi kot nosilec za 
sestavljanje inflamasomskega kompleksa NLRP3. Poznavanje natančne lokacije v celici, 
kjer se inflamasom sestavlja in aktivira bo pripomoglo k temu, da bomo našli potencialne 
tarče terapevtikov za zdravljenje bolezenskih oblik, povezanih z aktivacijo inflamasoma 
NLRP3 (Hamilton in Anand, 2019). 
 
Čeprav še ni razjasnjeno, kje v celici pride do aktivacije inflamasomskega kompleksa 
NLRP3 in številne raziskave nakazujejo na različne teorije, jih večina potrjuje, da naj bi se 
NLRP3 med procesom aktivacije translociral na mitohondrij ali na membrane, ki so 
povezane z mitohondriji.  Zhou in sod. (2011) so pokazali, da se v celicah THP-1 NLRP3 v 
neaktivni obliki nahaja na ER in v citosolu, med aktivacijo s kristali natrijevega urata ali 
nigericinom pa pride do premika NLRP3 v perinuklearni prostor. Tudi Yang in sod. (2015) 
so pokazali, da se NLRP3 v aktivni obliki nahaja na mitohondrijih. Nasprotno pa Wang in 
sod. (2013) niso našli povezave med aktivnim NLRP3 na mitohondrijih, zaznali so ga v 
citosolu mišjih makrofagov, ki so bili izpostavljeni LPS in ATP (Wang in sod., 2013). 
Verjetnost je, da je lokacija NLRP3 celično specifična, saj so v nekaterih celicah NLRP3 
zaznali v jedru, v drugih pa predvsem v citoplazmi (Bruchard in sod., 2015).  
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2.4.1 Aktivacija inflamasoma NLRP3 preko mitohondrijev in ER 
Ena od možnih poti aktivacije inflamasoma naj bi potekala preko endoplazmatskega 
retikuluma in mitohondrijev (Slika 6). NLRP3 naj bi se na začetku aktivacije zbiral na ER, 
nato pa naj bi se med aktivacijo preko kinaze MARK 4 po mikrotubulih prenesel na 
mitohondrije in na druge organele, ki so povezani z mitohondrijskimi membranami. 
Številne raziskave aktivacijo NLRP3 povezujejo z izgubo mitohondrijske integritete, do 
katere pride zaradi nepravilnega delovanja različnih celičnih organelov oz. zaradi različnih 
stresnih dejavnikov v celici (Hamilton in Anand, 2019). 
2.4.1.1 Endoplazmatski retikulum  
ER ima pomembno vlogo pri zvijanju, sestavljanju in modifikaciji proteinov. Kot organel 
je pomemben za vzdrževanje kalcijeve homeostaze, na njem pa poteka tudi sinteza lipidov. 
Celični stres, katerega posledica je akumulacija nepravilno zvitih in modificiranih 
proteinov vodi do odziva na nezvite proteine (UPR, angl. Unfolded protein response), kar 
pomeni da pride do spremembe regulacije v transkripciji, translaciji in zvijanju proteinov 
(Bravo in sod., 2013). Endoplazmatski retikulum je tudi ena od možnih lokacij, kjer naj bi 
se pričeli prvi koraki aktivacije NLRP3. Neaktiven NLRP3 se zbira na ER (Slika 6). 
Avtorji različnih študij opozarjajo, da nekateri aktivatorji NLRP3 z različnimi mehanizmi 
sprožijo stres v ER, npr. s poškodbami v mitohondriju. Nepravilno delovanje in dolgotrajni 
stres v ER sproži aktivacijo kaspaze-1 in aktivacijo inflamasoma. Odziv na nezvite 
proteine aktivira različne stresorje (IREα1 in PERK in ATF6). Ti stresorji nato aktivirajo 
citosolne efektorje in sprožijo različne signalne poti, med drugim tudi degradacijo preko 
proteosomov, avtofagijo in antioksidativne mehanizme (Hamilton in Anand, 2019). 
Nekateri aktivatorji, npr. ATP ne povzročijo stresa v ER (Bronner in sod., 2015). V tem 
primeru se tudi aktivacija ne prične na ER, ampak preko drugih poti (Hamilton in Anand, 
2019). 
2.4.1.1.1 Kalcijeva homeostaza v ER pri aktivaciji inflamasoma 
Povečanje koncentracije kalcija v citosolu vpliva na aktivacijo inflamasoma NLRP3. Do 
mobilizacije kalcija lahko pride zaradi stresnega okolja v ER, lahko pa je sprememba v 
pretoku kalcija razlog, da v ER nastanejo stresni pogoji (Hamilton in Anand, 2019). 
Aktivatorji ATP, nigericin in trdni delci povečajo nivo znotrajceličnega kalcija (Murakami 
in sod., 2012). Kalcij se začne sproščati iz lizosomov ter ER v citosol, v citosol pa pride 
tudi iz zunajceličnega okolja preko kanalčkov v plazemski membrani. Domneva se, da 
lahko kalcij vpliva na vezavo med NLRP3 in ASC ali pa vpliva na nepravilno delovanje 
mitohondrijev ter posledično aktivacijo NLRP3 (Lee in sod., 2012; Murakami in sod., 
2012). 
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2.4.1.1.2 Nivo holesterola v ER regulira aktivacijo NLRP3 
Glede na različne raziskave ima pri sestavljanju inflamasomskega kompleksa pomembno 
vlogo holesterol. ER je mesto sinteze lipidov in mesto v celici, kjer poteka regulacija 
holesterola. Homeostaza holesterola pomeni vzdrževanje pravega razmerja med de novo 
sintezo holesterola na ER, privzemom holesterola iz zunajceličnega prostora v celico in 
pretokom holesterola. Celica z endocitozo privzame LDL-holesterol preko receptorjev 
LDL in ga prenese do celičnih struktur, med drugim tudi do ER, celične membrane in GA. 
Ko je prekinjen transport holesterola iz lizosoma v ER, v mišjih makrofagih pride do 
inhibicije aktivacije inflamasomskega kompleksa (De La Roche in sod., 2018). Pri 
izpostavitvi celic v okolju, v katerem je pomanjkanje lipoproteinov se aktivacija NLRP3 
zmanjša, saj je inhibirana sinteza holesterola v ER (De La Roche in sod., 2018). 25-HC je 
ključen metabolit pri sintezi holesterola, ki skupaj z drugimi mehanizmi, kot so kalijev 
pretok, produkcija mtROS in aktivacija holesterolnih transkripcijskih regulatorjev, aktivira 
NLRP3 (Jang in sod., 2016). 
 
Slika 6: Kanonična aktivacija inflamasoma NLRP3 preko mitohondrija in ER (prirejeno po Hamilton in 
Anand, 2019).  
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2.4.1.2 Mitohondrij 
Ob aktivaciji inflamasoma NLRP3 pride do prenosa proteina NLRP3 iz ER in citosola na 
mitohondrij oz. mitohondrijske membrane. Mitohondrij služi kot neke vrste nosilec, na 
katerem poteka zbiranje in sestavljanje posameznih inflamasomskih delov (Hamilton in 
Anand, 2019). Translokacija NLRP3 iz ER na mitohondrij je odvisna od kratkega motiva 
na N-koncu človeškega NLRP3 (Subramanian in sod., 2013). Poskusi na celicah THP-1 z 
aktivatorjem nigericinom so pokazali, da naj bi prenos iz ER na mitohondrij potekal preko 
mikrotubulov (Li X. in sod., 2017). Pri tem naj bi pomembno vlogo imela kinaza MARK 4 
(angl. Microtubule –affininty regulating kinase 4), ki pomaga pri prenosu NLRP3 iz ER na 
mitohondrij, hkrati pa naj bi imela pomembno vlogo pri oblikovanju ASC v točkaste 
agregate (angl. Specks) (Hamilton in Anand, 2019). Pri prenosu na mitohondrij pa naj bi 
imel sodeloval tudi protein MAVS (angl. Mitochondrial anti-viral signaling protein) 
(Subramanian in sod., 2013). Zadnja dognanja kažejo na to, da naj bi se NLRP3 zbiral na 
mitohondriju v prvi stopnji aktivacije. Na mitohondrij naj bi se vezal preko molekul 
kardiolipina, fosfolipida, ki se nahaja na notranji mitohondrijski membrani. Kardiolipin naj 
bi se v prisotnosti določenih stimulusov prenesel na zunanjo stran mitohondrijske 
membrane, tam pa naj bi se nanj vezal NLRP3 (Slika 6) (Iyer in sod., 2013). Premik 
kardiolipina iz notranje na zunanjo membrano mitohondrija je odvisen od količine nastalih 
mitohondrijskih ROS med prvim korakom kanonične aktivacije. Ugotovili so, da se na 
kardiolipin na mitohondrijih veže tudi kaspaza-1 (Elliott in sod., 2018). 
2.4.1.2.1 Pomen mitohondrijskih ROS in oksigenirane mitohondrijske DNA pri aktivaciji 
inflamasoma 
Do aktivacije inflamasoma NLRP3 vodi tudi nepravilno delovanje mitohondrijev. Kisikove 
reaktivne spojine (ROS), ki nastajajo v mitohondrijih ob poškodbi mitohondrijev aktivirajo 
inflamasom NLRP3, na kakšen način, pa še ni pojasnjeno (Mohamed in sod., 2014; El-
Azab in sod., 2014; Chen in sod., 2017). Veliko raziskav je pokazalo, da je za aktivacijo 
NLRP3 dovolj samo sproščanje ROS iz mitohondrija (Zhou in sod., 2011; Cruz in sod., 
2007; Dostert in sod., 2008). Ob poškodbi mitohondrijev se začnejo sproščati ROS in 
NLRP3 se aktivira po kanonični poti preko kaspaze-1 (Yu in sod., 2014). Kaspaza-1 
inhibira mitofagijo, to je odstranjevanje poškodovanih mitohondrijev s fagocitozo in tako 
poveča vnetni odziv in aktivira piroptozo (Yu in sod., 2014). Pri tem procesu je pomembna 
tudi vloga pretoka kalija (Munoz-Planillo R. in sod., 2013) in negativnega regulatorja 
antioksidanta tioredoksina, TXNIP (angl. Thioredoxin-interacting protein) (Mohamed in 
sod., 2014; El-Azab in sod., 2014). Ta v prisotnosti reaktivnih kisikovih spojin disociira iz 
TRX, kar omogoči, da se TXNIP direktno veže na NLRP3 in vodi v njegovo aktivacijo 
(Slika 7) (Zhou in sod., 2010). Različne študije kažejo na to da, TXNIIP ni vključen v 
aktivacijo inflamasoma z ATP, mononatrijevim uratom in amiolidnimi polipeptidi 
(Masters in sod., 2010).  
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Slika 7: Protein MAVS (angl. Mitochondrial anti-viral signalling protein) in protein TXNIIP sta pomembna 
regulatorja aktivacije NLRP3. TXNIIP se direktno veže na inflamasomski kompleks, po tem ko v prisotnosti 
ROS disociira od molekule TRX (prirejeno po Abais in sod., 2015). 
 
Posledica prvega koraka aktivacije NLRP3 je poleg sproščanja ROS tudi izražanje in 
sproščanje oksidirane mitohondrijske DNA (mtDNA) (West in sod., 2011; Zhong in sod., 
2018). LPS poveča sintezo mtDNA, ki je odvisna od TLR adaptorjev MYD88, TRIF in 
IRF1. Novo sintetizirana DNA se nato oksidira in med stimulacijo NLRP3 kolokalizira z 
ASC. Nastala oksidirana mtDNA direktno lahko aktivira NLRP3 (Zhong in sod., 2018). 
Mitohondrijske poškodbe vodijo v nastanek oksidirane mtDNA in predstavljajo pomemben 
dogodek v procesu aktivacije NLRP3, kljub temu pa je še vedno nujno potrebna aktivacija 
prvega signala, torej vezave liganda s TLR receptorjem in sprožitev poti NFκB (Latz in 
sod., 2013). Zhong in sodelavci so s to raziskavo pokazali pomen mitohondrija, da poveže 
prvi signal aktivacije ter nadaljnjo aktivacijo NLRP3. Identificirali so tudi 
deoksiribonukleotidno kinazo UMP-CMPK2 (CMPK2), katere tarča je IRF1. mtDNA 
pomembno prisostvuje pri povečanem vnetju pri arterosklerozi, vnetju ledvic, inhibicija le-
te pa prepreči aktivacijo NLRP3 (Carlos in sod., 2017). Nekatere raziskave pa ugotavljajo 
ravno nasprotno in poročajo, da TLR aktivirana pot preko NFκB inducira akumulacijo 
avtofagnega receptorja, ki poškodovan mitohondrij usmeri v mitofagijo ter s tem prepreči 
aktivacijo NLRP3 (Lupfer in sod., 2013).  
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2.4.2 Aktivacija inflamasoma NLRP3 preko Golgijevega aparata  
Golgijev aparat je ključen pri modifikaciji in transportu proteinov ter lipidov v celici. Chen 
in Chen (2018) sta v njuni raziskavi pokazala, da aktivatorji povzročijo nastanek trans 
Golgijevega aparata. Ob povečanem izražanju NLRP3, se ta prične akumulirati na TGN, ki 
se nahaja v razstavljeni obliki in tvori vezikle v perinuklernem prostoru. Pokazala sta, da 
tako razstavljena trans regija GA služi kot nosilec NLRP3, prej omenjene raziskave, pa to 
lastnost pripisujejo mitohondriju (Chen in Chen, 2018). Do premika NLRP3 iz ER na GA 
pride preko povezav med molekulama SREBP in SCAP (angl. SREBP cleaveage active 
protein), ki se nahajata na ER. Nastane kompleks SREBP-SCAP (Guo in sod., 2018), 
pomembno vlogo pri nastanku tega kompleksa pa ima holesterol. Ko je njegov nivo v 
celici nizek pride do premika kompleksa SREBP2-SCAP iz ER na GA. Tam se SREBP2 
preko dveh SIP preoteaz razcepi na dva dela. Razcepljen SREBP2 se prenese v jedro in 
tam aktivira prepis genov vpletenih v biosintezo in privzem holesterola (Brown in 
Goldstein., 2009). NLRP3 se iz ER na GA premakne skupaj s kompleksom SREBP2-
SCAP (Hamilton in Anand, 2019) (Slika 8). 
 
Ko NLRP3 pride do GA se z ionskimi vezmi veže na negativno nabit Ptdlns4P, ki se 
nahaja na razstavljenem trans delu GA. Na Ptdlns4P se veže z evolucijsko zelo ohranjenim 
delom polibazične regije, ki vsebuje pozitivno nabit motiv štirih lizinov (KKKK), ki se 
nahaja med PYD in NACHT domeno (Slika 9). Avtorji Chen in sod. so poleg tega 
pokazali, da mutacije v vzorcu KKKK vodijo do prekinitve povezave med NLRP3 in 
Ptdlns4P, zato ne pride do agregacije in oligomerizacije NLRP3 na razstavljenem trans 
Golgijevem omrežju ter nadaljnje poti vnetnega odziva (Chen in Chen, 2018). To je zelo 
vznemirljivo odkritje, saj so dolgo verjeli, da je za zaznavanje ligandov na NLRP3 
odgovorna le domena LRR (Schroder in Tschopp, 2010). Da LRR domena ni nujno 
potrebna za oligomerizacijo ASC in procesiranje kaspaze-1 ugotavljajo tudi v drugih 
raziskavah (Hafner-Bratkovič in sod., 2018). 
 
Slika 8: Aktivacija inflamasoma NLRP3 preko GA (prirejeno po Hamilton in Anand, 2019).  
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Slika 9: Različni NLRP3 aktivatorji sprožijo odcepitev trans Golgijevega omrežja ter vezavo NLRP3 na 
razstavljeni trans Golgijev aparat (KKKK-Ptdlns4P) (prirejeno po Chen in sod, 2019). 
2.4.2.1 Nastanek razstavljene trans golgijeve povezave in agregacija NLRP3 
Ena od teorij, ki je v zadnjem času predmet mnogih raziskav je ta, da različni aktivatorji 
NLRP3 vodijo do razpada trans Golgijevega aparata (TGN, angl. Disruption of TGN), kar 
je predpogoj za vezavo proteina NLRP3 (Slika 9). Preden se na NLRP3 začne pripenjati 
adaptorski protein ASC,NLRP3 najprej oligomerizira v majhne točkaste agregate (Chen in 
Chen, 2018). Skupek odcepljenega trans Golgijevega vezikla in oligomeriziranega NLRP3 
nato sproži polimerizacijo ASC. Osrednji in cis del Golgijevega aparata pa ostaneta 
intaktna in na teh delih ne pride do akumulacije NLRP3 (Chen in Chen, 2018). Chen in 
sod. (2018) so izvedli in vitro študijo, v kateri so z mikroskopijo spremljali lokacijo in 
morfologijo NLRP3 ter opazovali stimulacijo inflamasoma. Ugotovili so, da je za 
aktivacijo NLRP3 pomembno, da se le-ta veže na razstavljen in ne na intakten trans 
Golgijev sistem. Chen in Chen (2018) sta v celicah, stimuliranih z nigericinom opazila 
veliko število veziklov v perinuklearni regiji. Med stimulacijo so opazili, da se je trans 
Golgijev sistem ločil od perinuklearnega prostora in tvoril vezikle, na katerem so opazili 
točkaste agregate NLRP3. Uporabili so še druge, strukturno različne aktivatorje NLRP3, in 
sicer ATP, gramicidin, imikvimod in CLO97. Vsi aktivatorji so povzročili odcepljanje 
trans Golgijevega omrežja, na katerem je kasneje potekla oligomerizacija NLRP3, velikosti 
nastalih veziklov, ki so nastali po dodatku aktivatorjev pa so bile različne glede na vrsto 
aktivatorja. Do sedaj še ni znano na kakšen način kanonični aktivatorji povzročijo 
disperzijo TGN.  
2.4.2.2 Pomen diacil glicerola pri aktivaciji NLRP3 
Zhang in sod. so v svoji raziskavi pokazali medsebojno povezanost med GA in 
mitohondrijem ter mitohondrijskimi membranami, pri čemer ima pomembno vlogo diacil 
glicerol (DAG), ki se akumulira na Golgijevem aparatu. Ob dodatku aktivatorjev se je nivo 
DAG v GA povečal, ob tem pa so opazili prisotnost NLRP3 na mitohondrijskih 
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membranah tik v bližini Golgijevega aparata (Zhang in sod., 2017). Diacil glicerol se nato 
veže na encim protein kinazo D (PKD), ki fosforilira NLRP3 v njegovi NBD domeni. To 
omogoči, da se NLRP3 sprosti iz mitohondrijske membrane in v citosolu tvori 
inflamasomski kompleks. PKD kinaza fosforilira NLRP3 potem, ko ta samooligomerizira. 
Če pride do inhibicije protein kinaze D to pomeni, da ostane oligomerizan NLRP3 na 
mitohondrijskih membranah, njegova aktivacija pa se močno zmanjša. Akumulacija DAG 
predstavlja povezavo med GA in mitohondrijskimi membranami. Grafični prikaz delovanja 
proteina DAG in protein kinaze D je prikazan na sliki Slika 8 (Hamilton in Anand, 2019). 
2.4.2.3 Pomen kalijevega pretoka pri nastanku razstavljenega trans GA in za aktivacijo 
NLRP3 
Kot že prej omenjeno je za aktivacijo NLRP3 pomemben tudi kalijev pretok, pri stimulaciji 
z določenimi aktivatorji (nigericin, ATP) ima vlogo tudi pri nastanku razstavljenega trans 
Golgijevega sistema ter za zbiranje NLRP3 na njem. Ugotovili so, da ob dodatku 
nigericina in ATP pride do pretoka kalija, kar omogoči vezavo NLRP3 na razstavljen TGN 
in okrepitev ionske vezi Ptdlns4P-KKKK. Ko je NLRP3 enkrat vezan nanj, kalijev pretok 
ni več pomemben. Pri določenih aktivatorjih , kot sta npr. imikvimod in CL097 pa kalijev 
pretok nima posebne vloge (Chen in Chen, 2018). Slika 10 levo prikazuje kako kalijev 
pretok, do katerega pride ob aktivaciji z ATP ali nigericinom omogoči zbiranje NLRP3 na 
razstavljen trans GA, desna slika pa prikazuje od kalijevega pretoka neodvisno zbiranje 
NLRP3 na razstavljen trans GA preko aktivatorjev imikvimoda in CLO97. V tem primeru 
pride tudi do disperzije nekaterih molekul Ptdlns4P iz Golgijevih veziklov, ki se nato 
akumulirajo na plazemski membrani (Chen in Chen, 2018). 
 
Slika 10: Pomen kalijevega pretoka pri aktivaciji NLRP3 z različnimi aktivatorji (Chen in Chen, 2018).  
2.5 REGULACIJA NLRP3 S POSTTRANSLACIJSKIMI MODIFIKACIJAMI  
V prejšnjih poglavjih je bila večkrat omenjena vloga posttranslacijskih modifikacij pri 
regulaciji sestavljanja in aktivacije NLRP3. Posttranslacijske modifikacije lahko na 
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aktivacijo vplivajo tako pozitivno kot negativno (Slika 10) (Stutz in sod., 2017; Spalinger 
in sod., 2016). Spremenijo lahko naboj NLRP3 ali pa sterično ovirajo interakcije med 
različnimi vezavami molekul (npr. vezava med KKKK in Ptdlns4P) (Chen in sod, 2019). 
Številne študije kažejo na pomembnost fosforilacije in ubikvitinacije na aktivacijo 
inflamasoma, vlogo pa imajo tudi drugi npr. sumoilacija in s-nitrozilacija (Kelley in sod., 
2019). Slika 11 prikazuje kako je NLRP3 reguliran s procesi fosforilacije (P), 
ubikvitinacije (Ub), sumoliacije (S), s-nitrozilacije (SN). Na levi sliki v zelenem so 
prikazane molekule, ki modificirajo NLRP3 na način, da povečajo njegovo aktivacijo, tisti 
ki pa zavirajo aktivacijo NLRP3 pa so napisani v rdečem okvirčku. Na desni sliki so našteti 
regulatorji NLRP3 (Kelley in sod., 2019). 
 
 
Slika 11: Prikaz post translacijskih modifikacij NLRP3 (prirejeno po Kelley in sod., 2019). 
 
Ubikvitinacija NLRP3 lahko na aktivacijo NLRP3 vpliva pozitivno ali negativno, odvisno 
od vrste ubikvitin ligaze in tipa ubikvitinacije. Znanih je več pomembnih regulatorjev 
inflamasoma, ki sodelujejo pri ubikvitianciji NLRP3. Ariadni homolog (ARIH29) 
ubikvitinira NACHT domeno NLRP3 in inhibira njegovo aktivacijo (Kawashima in sod., 
2017). Nekatere deubikvitinaze (USP7 in USP47) pozitivno regulirajo tvorbo iflamasoma 
NLRP3, tako da pospešijo ASC oligomerizacijo in nastanektočkastih agregatov (Palazon-
Riquelme in sod., 2018). 
 
Pomemben postranslacijski mehanizem, ki vpliva na aktivacijo NLRP3, je tudi 
fosforilacija. Protein kinaza A (PKA) fosforilira človeški NLRP3 na mestu Ser295 ter 
inhibira aktivnost NLRP3 ATP-aze in s tem zmanjša aktivacijo (Mortimer in sod., 2016). 
Zhan in sod. (2017) so pokazali, da fosforilacija na istem mestu lahko tudi pospeši 
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aktivacijo. Pokazali so, da stimulacija NLRP3 povzroči translokacijo inflamasoma iz 
mitohondrijskih membran na GA, na katerem se akumulira DAG (diacil glicerol). DAG 
aktivira protein kinazo D, ki fosforilira človeški NLRP3 na mestu Ser295. Ta fosforilacija 
tako pospeši sestavljanje kompleksa NLRP3 (Zhang in sod., 2017). Trenutno ni jasno, 
kako to, da lahko fosforilacija na aktivacijo NLRP3 na istem mestu deluje tako pozitivno 
kot negativno.  
 
Veliko molekul z direktno vezavo na NLRP3 regulira aktivnost NLRP3. Protein HSP90 
(angl. heat shock protein) ščiti NLRP3 pred razgradnjo. Njegova vloga je, da pripne SGT1 
na NLRP3 in mu omogoči, da tvori kompleks, NLRP3 je tako še neaktiven, vendar se 
odziva na nadaljnje signale (Mayor in sod., 2007). Protein GBP5 (angl. Guanylate binding 
protein 5), čigar izražanje sproži vezava LPS ali IFN-γ in je pomemben pri aktivaciji z 
aktivatorji ATP, nigericinom in patogenimi bakterijami, ne pa s trdnimi delci. Izražanje 
gena za ta protein sprožita LPS ali IFN- γ. Protein se veže na pirinsko domeno NLRP3 in v 
tetramerni obliki pospeši oligomerizacijo ASC (Shenoy in sod., 2012). Yohsihda in sod. so 
pokazali da protein PKR (angl. double stranded RNA dependent protein kinase.) posredno 
regulira aktivacijo NLRP3 v osteoblastih preko regulacije NFκB poti (Yoshida in sod., 
2017).  
 
Pomemben kritičen regulator inflamasomske aktivnosti je tudi protein NEK7, ki spada med 
NIMA kinaze. Postaja vse bolj jasno, da je NEK7 ena glavnih komponent potrebnih za 
aktivacijo inflamasoma. Pomemben je v procesih mitoze, odziva se tudi na poškodbe 
DNA. Katalitična domena NEK7 ima vlogo pri interakciji z NOD in LRR domeno v 
NLRP3, saj inducira oligomerizacijo NLRP3 in formacijo točkastih agregatov v ASC. 
NEK7 oligomerizira skupaj z NLRP3 v kompleks v obliki diska, ki omogoča nadaljnjo 
vezavo ASC in tvorbo točkastih agregatov ASC (Dinarello C. A., 2009; Fink in Cookson, 
2006). Na sliki 12 levo je prikazan monomer NLRP3, v sredini se pripenja protein NEK7 
(rumene barve) in inducira oligomerizacijo NLRP3. Na desni strani na sliki Slika 12 
povezanih skupaj tvorijo aktivni obroč v obliki diska (Sharif in sod., 2019). 
 
 
Slika 12: Oligomerizacija proteina NLRP3 s proteinom NEK7 (Sharif in sod., 2019). 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Laboratorijska oprema in potrošni material 
Preglednica 1: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Applied Biosystems (ABI) Naprava za verižno reakcijo s polimerazo 
Bemis Parafilm M 
Binder CO2 inkubator za celične kulture 
Biometra Kadička za agarozno gelsko elektroforezo 
BioRad MiniProtean (sistem za poliakrilamidno gelsko elektroforezo), Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (sistem za mokri prenos po 
Westernu), električni napajalnik 
BioTek Synergy Mx- Čitalec za mikrotitrske plošče 
CBS Cisterne s parami tekočega dušika (-196°C) 
Corning Plošče s 96 vdolbinicami, plošče z 24 vdolbinicami 
Eppendorf Namizna centrifuga MiniSpin, termoblok Thermomixer comfort, 
avtomatske pipete (1 ml, 200 μl, 100 μl, 20 μl, 10 μl in 2,5 μl), 
mikrocentrifugirke (2 ml, 1.5 ml), nastavki za pipete, Stresalnik in 
inkubator 37°C 
GE Healthcare Nitrocelulozna membrana Amersham Hybond™, ECL™ 
Gilson Avtomatske pipete (1 ml, 200 μl, 100 μl, 20 μl, 10 μL, 2,5 μL) 
Gorenje Zamrzovalnik -20°C 
Hettich Centrifuga Universal 320R 
HygoStar  Copatki za celični laboratorij 
Ibidi Komora za mikroskop z 8 vdolbinicami  
IKA Magnetno mešalo, vibracijski stresalnik MS3 basic 
Invitrogen Ploščice za štetje celic 
Iskra PIO d.o.o. Brezprašna komora M18 
Kimberly-Clark  Rokavice KIMTECH 
LUNA-II™ Automated Cell Counter Naprava za avtomatizirano štetje celic  
Leica Invertni svetlobni mikroskop 
New Brunswick Stresalnik/inkubator Innova 42  
Nunc Plošče s 96 vdolbinicami 
Sartorius Stedim Biotech Tehtnica 
Syngene  G:BOX, računalniški program za obdelavo podatkov Genesnap7.09 
Tecan Spiralec plošč za ELISO 
Thermo Scientific NanoDrop 1000, zamrzovlanik -80°C 
TPP 
 
Posodice za gojenje celičnih kultur, petrijevke, serološke pipete, 
centrifugirke, plastične banjice, krioviale 
Zanussi Hladilnik 
Biometra UV transiluminator 
Schuett-Biotec Vakuumska sesalna črpalka 
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3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij 
Proizvajalec Kemikalije 
Ebioscience (Thermo 
Scientific) 
 
Kiti za teste ELISA: Mouse IL-1β ELISA Ready-SET-Go!, Mouse IL-6 
ELISA, Mouse TNF alpha ELISA Ready-SET-Go! 
Ecolab Dezinfekcijsko sredstvo Skinman Soft N  
ECP Etanol Stella 
Gibco 
 
FBS, DMEM (angl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) z dodatkom 
10% FBS (fetalnega govejega seruma), OPTIMEM, destilirana voda 
Invivogen Ultrapure LPS iz E.Coli , NanoSiO2, tripan modro, Imikvimod (INN), 
puromicin 
LanXESS Virkon 
Life Technologies  
 
PageRuler Prestained Protein Ladder, Lipofectamine® 2000 Transfection 
Reagent  
Merck  Izopropanol 
NEB T4 DNA ligase 
Roche Proteazni inhibitorji  
Sigma Aldrich 
 
Tween-20, ATP, nigericin, Triton X-100, DMSO, β-merkaptoetanol, 
TEMED, akrilamid, amonijev persulfat (APS), Tris, Gentamicin G418 
Šampionka Varikina 
Thermo Fischer Scientific Alum, Restrikcijski encim EcoRI, BamHI, Encimi Phusion Hot Start DNA 
polymerase, Dntp, bikinhonska kislina, bakrov (II) sulfat 
Tropix  I-Block 
Sigma Doksiciklin 
Sigma Spektinomicin 
Sigma Ampicilin 
Sigma EtBr 
3.1.3 Protitelesa 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih protiteles 
Proizvajalec Ime 
AdipoGen Mišja anti-NLRP3/NALP3, mAb (Cryo-2) 
Cell Signaling Technology Mišja mAb anti-β-Actin (8H10D10) 
Jackson Immuno research Kozja anti-mišja IgG (H+L)-HRP konjugirana protitelesa s hrenovo 
peroksidazo 
3.1.4 Kompleti 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih kompletov 
Proizvajalec Kompleti 
NEB Gibson Assembly mastermix  
Thermo Scientific  
 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit, IL-1β mouse ELISA Kit, Pierce™ ECL 
Western Blotting Substrate, SuperSignal West Pico Substrat, GeneJET PCR 
Purification Kit,  
Invitrogen CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay Kit 
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3.1.5 Raztopine in pufri 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih raztopin in pufrov 
Proizvajalec Raztopine in pufri 
1 x TAE elektroforezni pufer za agarozno 
elektroforezo 
40 mM Tris-acetat, 100 ml 0,5 mM EDTA, pH 8,0 
1x vzorčni NaDS pufer 1 x NaDS z β-merkaptoetanolom v MQ 
5x pufer za hitro ligacijo 250 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM MgCl2, 5 mM ATP, 5 
mM DTT, 25% (w/v) polietilenglikol-8000 
6x nanašalni pufer za agarozno elektroforezo 0,25 % bromfenolmodro, 0,25% ksilencianol, 40% (w/v) 
glukoze v dH2O 
10 x elektroforezni pufer 
(za poliakrilamidno gelsko elektroforezo) 
0,250 M Tris, 1,92 M glicin, 1 % NaDS, pH 8,3  
 
10 x PBS (fosfatni pufer) 
 
1,7 M NaCl, 34 mM KCl, 100 mM NaH2PO4, 18 mM 
KH2PO4, pH 7,4 
10 x PBST pufer 100 mL 10 x PBS , 10 mL 10% Tween, 890 mL MQ vode 
4 % vstopni poliakrilamidni gel 
 
2,975 mL MQ, 1,25 mL 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 50 μL 10 
% NaDS, 0,670 mL 30 % akrilamid, 50 μL 10 % APS, 5 
μL TEMED  
15 % ločitveni poliakrilamidni gel 
 
2,2 mL MQ, 2,6 mL 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 100 μL 10 
% NaDS, 5 mL 30 % akrilamid, 100 μL 10 % APS, 10 μl 
TEMED  
GIBCO PBTS pufer, Fosfatni pufer s soljo (PBS), voda, EDTA 
Pufer I-Block za blokiranje membrane 0,2g I-Block/100 mL pufra za spiranje membrane  
Pufer za spiranje membrane pri prenosu po 
Westernu 
1x PBS v MQ z 0,01 % detergenta Tween 20  
Pufer za prenos po Westernu 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol, pH 8,3  
Pufer za spiranje plošč pri ELISI 1 x PBS v MQ z 0,05 % detergenta Tween 20  
Raztopina STOP pri ELISI 11,5 mL fosforjeve V kisline (H3PO4) v 100 mL MQ 
3.1.6 Bakterijski sevi 
Preglednica 6: Seznam uporabljenih bakterijskih sevov  
3.1.7 Celične kulture 
Preglednica 7: Seznam uporabljenih celičnih kultur 
Proizvajalec Celična kultura Opis 
Kemijski inštitut  
 
BMDM p3KO/D2 
 
Mišji makrofagi, z utišanim genom za NLRP3 izolirani 
iz kostnega mozga miši (P3K0/D2). Gre za linijo, ki 
izraža Tet3G transaktivator in je pripravljena iz ene 
celice (t.i. ''single-clone'' linija)  
Alelle Biotechnology, ABP-
RVC-100001 
Gryphon Ampho 
 
Celična linija za produkcijo retrovirusa za transdukcijo 
Vir  Bakterijski 
sev 
Opis 
Thermo Fischer Scientific TOP10 kompetentne celice E. Coli za pomnoževanje plazmidov  
  23 
Alič B. Vpliv lokacije proteina NLRP3 na tvorbo in delovanje inflamasoma.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
3.1.8 Gojišča 
3.1.8.1 Gojišča za bakterijske seve 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih gojišč za bakterijske seve 
Ime Gojišče 
LBA Trdno Luria-Bertani gojišče z dodatkom ampicilina 
LB Tekoče Luria-Bertani gojišče 
3.1.8.2 Gojišča za celične linije 
Preglednica 9: Seznam uporabljenih gojišč za celične linije 
Proizvajalec Ime Uporaba 
Gibco DMEM (angl. Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium) z dodatkom 10% FBS (fetalnega 
govejega seruma) 
Gojenje vseh celičnih linij  
Gibco DMEM (angl. Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium)  
Gojenje linij med nanosom aktivatorjev 
3.1.9 Plazmidi 
Preglednica 10: Seznam uporabljenih plazmidov 
Številka Ime proteina, ki ga kodira Zaporedje  Proizvajalec 
111626 TOM20 pMIH-TOMM20-Halo Addgene 
89937 Lamp 1  pMRXIP-Lamp1-Venus Addgene 
81779 PEX3 pDONR223-PEX3-WT Addgene 
 Retrovirusni vektor pRetroX-TRE3G Clontech 
3.1.9.1 Plazmid pRetroX-TRE3G 
Gre za retrovirusni vektorski plazmid s promotorjem CMV (Clontech), njegov sistem ob 
dodatku doksiciklina inducira izražanje ekspresijskega gena v celicah, ki vsebujejo Tet-On 
3G transaktivatorski protein. Plazmid vsebuje gen za odpornost proti ampicilinu in tudi gen 
za odpornost proti puromicinu. 
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Slika 13: Shema retrovirusnega plazmidnega vektorja pRetroX-Tre3G (Benchling) 
3.2 METODE 
3.2.1 Načrtovanje lokalizacijskih značk in oligonukleotidnih začetnikov 
Po pregledu literature smo izbrali zaporedja, ki omogočijo lokalizacijo NLRP3 na 
specifične dele v celici (Preglednica 13). V našem poskusu smo izvedli lokalizacije na 
plazemsko membrano, peroksisom, lizosom, mitohondrij, endoplazmatski retikulum, 
Golgijev aparat, jedro in citosol. 
 
Za lokalizacijo na mitohondrij smo uporabili del zaporedja mitohondrijskega receptorja za 
vnos proteinov v mitohondrij, TOM20. Gre za translokazo, ki je specifična za mitohondrije 
in se nahaja na zunanji membrani mitohondrija. Plazmid z našim konstruktom, ki smo ga 
naročili je vseboval sekvenco za značko Halo za fuzijo proteinov. Pri načrtovanju 
oligonukleotudnih začetnikov smo pazili, da te značke nismo vključili v prepis. Za 
lokalizacijo na lizosom smo uporabili sekvenco proteina Lamp1. Gre za glikoprotein, ki se 
nahaja na membranah lizosomov. Za lokalizacijo v jedro smo uporabili aminokislinsko 
zaporedje NLS (Angl. Nuclear localization sequence), ki izvira iz ostanka antigena TSV40 
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med 47 in 56 aminokislino. Gre za zaporedje, ki proteine v celici z jedrnim transportom 
prenese v jedro. Zaporedje običajno vsebuje lizin ali arginin, ki sta pozitivno nabiti 
aminokislini. Za lokalizacijo v citosol smo uporabili del zaporedja za protein Rev med 75 
in 83 aminokislino. Gre za tako imenovano zaporedje NES (angl. Nuclear export signal), 
ki omogoča eksport proteinov iz jedra. Zaporedje vsebuje veliko levcina, kar daje 
hidrofoben značaj. To zaporedje protein označi za transport iz jedra v citoplazmo, zato ima 
prav nasproten učinek od zaporedja za NLS, ki celice vodi v jedro. Za lokalizacijo v 
peroksisome smo uporabili sekvenco za protein PEX3. Gre za peroksisomalni faktor 
biogeneze 3, ki se nahaja na membrani peroksisomov. Za lokalizacijo na endoplazmatski 
retikulum smo uporabili nukleotidno sekvenco za zajčji protein citokrom P450 2C1. Gre za 
encim hem-tiolatno monooksigenazo, ki se nahaja na endoplazmatskem retikulumu in je 
vključen v od NADPH-odvisno elektronsko transportno verigo. Za lokalizacijo na 
plazemsko membrano smo uporabili zaporedje proteina tirozin kinaze (Lyn), ki se nahaja 
na lipidih v plazemski membrani. Za lokalizacijo na Golgijev aparat smo uporabili 
zaporedje proteina dušikove oksid sintaze, ki se v makrofagih nahaja v trans delu 
Golgijeva aparata. 
 
Konstrukt, ki smo ga načrtovali je vseboval zaporedje za protein NLRP3 in za specifično 
lokalizacijo v celico. Na C-terminalnem koncu proteina NLRP3 smo dodali tudi sekvenco 
za rumeni fluorescentni protein YFP (angl. yellow fluorescent protein), ki omogoči 
sledenje proteinu v celici (Hafner-Bratkovič in sod., 2018). Zaporedju za protein NLRP3-
YFP, smo dodali ustrezno nukleotidno zaporedje na C- ali N-konec proteina, odvisno od 
vrste lokalizacije. Zaporedje za lokalizacijo smo dodali med stop kodonom in zaporedjem, 
ki kodira za protein YFP na C-koncu, ali pa med start kodonom in zaporedjem, ki kodira za 
NLRP3 na N-koncu. Sekvenco za lokalizacijo v jedro in citoplazmo smo dodali na C-
terminalni konec proteina, sekvenco za lokalizacijo na endoplazmatski retikel, celično 
membrano, GA, lizosom, mitohondrij in peroksisom pa smo dodali na N-terminalni konec 
proteina (Preglednica 11).  
 
Preglednica 11: Seznam lokalizacijskih značk in mesto pripenjanja. 
Vrsta lokalizacije Mesto pripenjanja na NLRP3 
Plazemska membrana N-terminalni konec proteina 
Citosol C-terminalni konec proteina 
Lizosom N-terminalni konec proteina 
Peroksisom N-terminalni konec proteina 
Mitohondrij N-terminalni konec proteina 
Endoplazmatski retikulum N-terminalni konec proteina 
Jedro C-terminalni konec proteina 
Golgijev aparat N-terminalni konec proteina 
 
Med zaporedje NLRP3-YFP in značko za lokalizacijo smo vnesli tudi povezovalno 
zaporedje (linker) TCAGGTCCCGGGTCAGGA (aminokislinsko zaporedje linkerja: 
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SGPGSG). Linker vsebuje aminokislini serin in glicin, ki dajeta polarni značaj, tako se 
zmanjša možnost za nastanek agregatov, hkrati pa gre za fleksibilno zanko. 
 
Preglednica 12: Seznam lokalizacijskih značk, kodirajoči protein, mesto pripenjanja in njihovo 
aminokislinsko zaporedje. Rdeče je označeno zaporedje povezovalnega zaporedja. 
Lokalizacija Izvorni protein Aminokislinska sekvenca (N C terminalni konec) 
Jedro NLS SGPGSGPKKKRKVED 
Citosol NES SGPGSGLPPLERLTL 
Plazemska 
membrana 
Lyn MGCIKSKRKDNLKDSGPGSG 
ER Cytochrome 
P4502C1 
MDPVVVLGLCLSCLLLLSLWKQSYGGGSGPGSG 
Golgijev 
aparat 
Nitric oxide 
synthase 
MGNLKSVAQEPGPPCGLGLGLGLGLCGKQGPASGPGSG 
Lizosom Lamp 1 MAAPGARRPLLLLLLAGLAHSAPALFEVKDNNGTACIMASFSASFL
TTYDAGHVSKVSNMTLPASAEVLKNSSSCGEKNASEPTLAITFGEGY
LLKLTFTKNTTRYSVQHMYFTYNLSDTQFFPNASSKGPDTVDSTTDI
KADINKTYRCVSDIRVYMKNVTIVLWDATIQAYLPSSNFSKEETRCP
QDQPSPTTGPPSPSPPLVPTNPSVSKYNVTGDNGTCLLASMALQLNIT
YMKKDNTTVTRAFNINPSDKYSGTCGAQLVTLKVGNKSRVLELQF
GMNATSSLFFLQGVQLNMTLPDAIEPTFSTSNYSLKALQASVGNSYK
CNSEEHIFVSKALALNVFSVQVQAFRVESDRFGSVEECVQDGNNML
IPIAVGGALAGLVLIVLIAYLIGRKRSHAGYQTISGPGSG 
Mitohondrij Tomm20 MVGRNSAIAAGVCGALFIGYCIYFDRKRRSDPNFKNRLRERRKKQK
LAKERAGLSKLPDLKDAEAVQKFFLEEIQLGEELLAQGDYEKGVDH
LTNAIAVCGQPQQLLQVLQQTLPPPVFQMLLTKLPTISQRIVSAQSLA
EDDVESGPGSG 
Peroksisom Pex3 MLRSVWNFLKRHKKKCIFLGTVLGGVYILGKYGQKKIREIQESGPGS
G (samo majhen, kratek odsek tega proteina zadošča) 
 
V programu Codon optimisation tool smo preverili, če so nukleotidna zaporedja primerna 
za izražanje v mišjih celicah. Ko smo pridobili ustrezna zaporedja za lokalizacijo smo 
morali preveriti še restrikcijska mesta ter določiti restrikcijske encime, ki jih bomo 
uporabili. Pregledali smo, da zaporedja za NLRP3-YFP in ustrezno lokalizacijsko 
zaporedje niso imela restrikcijskih mest za encime, ki smo jih želeli uporabiti. Odločili 
smo se za uporabo encima BamHI (na 5'koncu) in EcoRI (na 3'-koncu).  
 
Pazljivi smo morali biti na dolžino oligonukleotidnega začetnika, da ni bil predolg. 
Dolžino oligonukleotidnega začetnika smo določili v programu Oligo Analyzer, določili pa 
smo jo glede na temperaturo tališča (Tm). Najbolj optimalno je, da je temperatura tališča 
raztapljanja okrog 56°C in da je za oba oligonukleotidna začetnika čimbolj enaka. Pazljivi 
smo bili tudi, da razmerje % baz gvanina in citozina (GC vsebnost) ni bila večja od 60%.  
 
Nukleotidno zaporedje mišjega proteina NLRP3 in pripete sekvence za YFP (WT 
mNLRP3-YFP (Hafner-Bratkovič in sod., 2018): 
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(N-terminalni konec proteina)  
CGGGATCCGCCACCATGACCTCCGTGCGGTGCAAGCTCGCCCAGTACCTGGAAGATCT
CGAAGATGTCGACCTGAAAAAGTTTAAGATGCACCTCGAAGATTATCCCCCTGAAAAG
GGCTGCATCCCCGTTCCGCGGGGACAGATGGAAAAGGCCGACCACCTGGACCTGGCC
ACCCTGATGATCGATTTCAACGGGGAAGAGAAGGCTTGGGCCATGGCTGTCTGGATTT
TCGCCGCCATCAACAGACGGGACCTGTGGGAGAAGGCCAAGAAAGATCAGCCCGAGT
GGAACGATACCTGCACCAGCCACAGCAGCATGGTCTGCCAGGAAGATAGTCTGGAAG
AGGAATGGATGGGCCTGCTGGGCTACCTGAGCAGAATCAGCATCTGCAAGAAGAAAA
AGGACTACTGCAAGATGTATAGGCGGCACGTGCGGAGCCGGTTCTACAGCATCAAGG
ATAGAAACGCCAGACTGGGCGAGAGCGTGGACCTGAACTCCAGATACACCCAGCTGC
AGCTCGTGAAAGAGCACCCCTCCAAGCAGGAAAGAGAGCACGAGCTGCTGACAATCG
GCAGGACCAAGATGAGAGACAGCCCTATGTCCAGCCTGAAACTGGAACTGCTGTTCG
AACCTGAGGATGGCCACAGCGAGCCCGTGCATACCGTCGTGTTTCAGGGCGCTGCCGG
CATCGGCAAGACAATCCTGGCTAGAAAGATCATGCTGGATTGGGCCCTGGGCAAACTG
TTCAAGGACAAGTTCGACTACCTGTTCTTCATCCATTGCAGGGAAGTGTCCCTGAGAA
CCCCCAGAAGCCTGGCCGACCTGATCGTGTCCTGCTGGCCCGATCCTAATCCCCCCGT
GTGCAAGATTCTGAGAAAGCCCAGCAGAATCCTGTTCCTGATGGACGGATTCGACGAA
CTGCAGGGCGCCTTCGATGAGCACATCGGCGAAGTGTGCACCGATTGGCAGAAAGCC
GTGCGCGGCGACATCCTGCTGTCCTCCCTGATCAGAAAAAAGCTGCTGCCTAAGGCTA
GCCTGCTGATCACCACCAGACCCGTGGCCCTGGAAAAGCTCCAGCATCTGCTGGATCA
TCCCAGACACGTGGAAATCCTGGGCTTCAGCGAGGCCAAGAGAAAAGAGTACTTTTTC
AAGTACTTCAGCAACGAACTCCAGGCCAGAGAGGCTTTTAGACTGATCCAGGAAAAC
GAGGTCCTGTTCACAATGTGTTTTATCCCTCTCGTGTGCTGGATCGTGTGTACCGGCCT
CAAACAGCAGATGGAAACCGGCAAGTCTCTGGCTCAGACCAGCAAGACAACCACCGC
TGTGTACGTGTTCTTCCTGTCCTCTCTGCTGCAGAGCAGAGGCGGCATCGAGGAACAC
CTGTTCAGCGACTACCTGCAGGGCCTGTGCAGCCTGGCCGCCGACGGCATCTGGAATC
AGAAGATCCTGTTCGAGGAATGCGACCTGAGAAAACACGGACTCCAGAAAACCGATG
TGTCCGCCTTTCTGCGCATGAATGTGTTTCAGAAAGAGGTCGACTGCGAGCGGTTCTA
CTCCTTCTCTCACATGACCTTTCAAGAATTTTTTGCCGCCATGTACTACCTGCTCGAAG
AGGAAGCCGAAGGCGAGACAGTGCGGAAGGGCCCTGGCGGCTGTAGCGACCTGCTGA
ACAGGGATGTGAAGGTGCTGCTGGAAAACTATGGAAAGTTCGAGAAGGGATACCTGA
TCTTCGTCGTGCGGTTCCTGTTCGGCCTGGTCAACCAGGAAAGGACCTCCTACCTGGA
AAAGAAGCTGAGCTGCAAGATCAGCCAGCAAGTGCGACTCGAACTGCTCAAATGGAT
CGAAGTCAAGGCTAAGGCTAAAAAACTCCAGTGGCAGCCTTCCCAGCTCGAACTGTTT
TACTGTCTCTATGAGATGCAGGAAGAGGATTTCGTCCAGTCCGCTATGGATCACTTCCC
TAAGATCGAAATCAACCTGAGCACACGGATGGATCACGTGGTGTCATCTTTCTGCATC
AAGAACTGCCACAGAGTCAAGACCCTGAGCCTGGGCTTCTTCCACAACAGCCCCAAAG
AAGAGGAAGAGGAACGCAGGGGCGGCAGGCCCCTGGATCAGGTGCAGTGCGTGTTCC
CCGACACCCACGTGGCCTGTAGCAGCAGGCTGGTCAACTGCTGTCTGACCAGCAGCTT
CTGCAGAGGCCTGTTCTCCAGCCTGAGCACCAACAGATCCCTGACCGAGCTGGACCTG
TCCGACAACACCCTGGGCGATCCCGGAATGCGCGTGCTGTGCGAGGCTCTGCAGCATC
CCGGATGCAACATCCAGCGCCTGTGGCTGGGCAGATGCGGCCTGAGCCACCAGTGCTG
TTTCGACATCAGCAGCGTGCTGAGCAGCTCTCAGAAACTGGTCGAACTGGACCTGAGC
GATAACGCTCTGGGCGACTTCGGCATCAGGCTGCTGTGCGTGGGCCTGAAACATCTCC
TGTGTAACCTGCAGAAACTCTGGCTCGTGTCCTGTTGCCTGACCAGCGCCTGCTGTCAG
GACCTGGCCCTGGTGCTGTCCAGCAACCACTCCCTGACCCGGCTGTACATCGGCGAGA
ACGCCCTGGGAGACAGCGGCGTGCAGGTCCTGTGCGAGAAAATGAAGGACCCCCAGT
GCAATCTCCAGAAGCTCGGACTGGTCAACAGCGGCCTGACCTCCATCTGCTGCAGCGC
TCTGACCAGCGTGCTCAAGACAAATCAGAACTTTACCCATCTGTACCTGAGGTCTAAT
GCTCTGGGGGACACCGGCCTGAGACTGCTGTGTGAAGGCCTGCTGCACCCCGACTGCA
AGCTGCAGATGCTCGAACTGGATAACTGCTCCCTGACCAGCCACTCCTGCTGGAACCT
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GTCTACCATCCTGACACACAATCACTCCCTGAGAAAGCTCAATCTGGGAAACAACGAC
CTGGGGGACCTGTGTGTGGTCACACTGTGCGAAGTCCTGAAGCAGCAGGGATGTCTGC
TGCAGTCCCTGCAGCTGGGCGAGATGTACCTGAACAGAGAGACAAAGAGAGCCCTGG
AAGCCCTGCAGGAAGAGAAACCCGAACTGACCATCGTGTTCGAGATCAGCTGGGGAG
GATCAGGGGGGGTGAGCAAGGGCgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgta
aacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaag
ctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttc
ttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagtt
cgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaa
ctacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggc
agcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagt
ccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacG
AGCTGTACAAGAGAtgaGGAATTCC (C-terminalni konec proteina) 
 
Pomen, posameznih oznak: 
CGGGATCCGCCACC- zaporedje, ki vsebuje restrikcijsko mesto za encim BamHI 
ATG- start kodon 
Zaporedje, ki je zgornjem zaporedju podčrtrano: zaporedje za protein NLRP3 
Zaporedje, ki je v zgornjem zaporedju napisano z malimi črkami: zaporedje za protein YFP 
tga-stop kodon 
GGAATTCC  restrikcijsko mesto za encim EcoRI 
 
Preglednica 13: Seznam načrtovanih oligonukleotidnih začetnikov, njihove temperature raztapljanja (Tm 
(°C)) in nukleotidno zaporedje. 
Številka Ime/funkcija Nukleotidno zaporedje 
3083 F- BamHI-NLRP3 CGGGATCCGCCACCATGAC 
6631 R- YFP-rev  GGAATTCCTCATCTCTTGTACAGCTCGTCCATG 
10859 R-Jed-NLRP3-YFP GGAATTCCTCAGTCCTCCACCTTCCTCTTCTTCTTGGGGCCGCTGCC
GGGGCCGCTTCTCTTGTACAGCTCGTCCATG 
10860 R-Cyto-NLRP3-YFP GGAATTCCTCACAGGGTCAGCCTCTCCAGGGGGGGCAGGCCGCTGC
CGGGGCCGCTTCTCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATC 
10861 F-PM-NLRP3 CGGGATCCGCCACCATGGGCTGCATCAAGAGCAAGAGGAAGGACA
ACCTGAAGGACAGCGGCCCCGGCAGCGGCACCTCCGTGCGGTG 
10862 F-ER-NLRP3 CGGGATCCGCCACCATGGACCCAGTCGTGGTACTCGGGCTGTGTCT
CTCTTGTCTTCTCCTCCTGTCCCTTTGGAAACAGTCCTACGGAGGTG
GTTCAGGTCCCGGCAGTGGGACCTCCGTGCGGTG 
10863 F-GA-NLRP3 CGGGATCCGCCACCATGGGAAACTTGAAGTCTGTTGCCCAAGAACC
CGGCCCACCTTGCGGTCTTGGTCTTGGACTTGGCTTGGGTCTGTGTG
GAAAGC 
AAGGCCCAGCTAGTGGACCTGGTTCCGGTACCTCCGTGCGGTG  
10864 F-tom20 CGGGATCCGCCACCAtggtgggtcggaacagc  
 
10865 R-NLRP3-linker-
Tom20 
GTCATTCCTGACCCGGGACCTGATTCCACATCATCTTCAGCCAAG 
 
10866 F-tom20-linker-
NLRP3 
tggaaTCAGGTCCCGGGTCAGGAATGACCTCCGTGCGGT 
 
10867 F-BamHI-Lamp1 CGGGATCCGCCACCATGGCGGCCCCG 
 
10868 R-NLRP3-linker-
Lamp1 
AGGTCATTCCTGACCCGGGACCTGAGATGGTCTGATAGCCCGCG 
 
10869 F-Lamp1-linker-
NLRP3 
ccatcTCAGGTCCCGGGTCAGGAATGACCTCCGTGCGGTG 
 
  Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 13 
Številka Ime/funkcija Nukleotidno zaporedje 
11353 F-ER-tre3g TACGGAGGTGGTTCAGGTCCCGGCAGTGGGACCTCCGTGCGGTGC 
 
11354 R-ER-tre3g CCGAGTACCACGACTGGGTCCATGGTGGCGGATCCCAAGTATAAGA
CAAAAGTGTTGTGG 
 
11355 F-BAMHI-kozak-
PEK3 
CGGGATCCGCCACCATGCTGAGGTCTGTATGGAATTTTCTG 
 
11356 R-NLRP3-linker-
PEK3 
GTCATTCCTGACCCGGGACCTGATTCCTGTATTTCTCTGATTTTCTTC
TGTCCATATTTC 
 
11357 F-PEK3-linker-
NLRP3 
CAGGAATCAGGTCCCGGGTCAGGAATGACCTCCGTGCGGTG  
 
   
3.2.2 Lokalizacija in uporabljene kombinacije oligonukleotidnih začetnikov 
Preglednica 14: Kombinacije uporabljenih oligonukletidnih začetnikov za specifično lokalizacijo 
Vrsta lokalizacije Forward (N-terminalni konec) Reverse (C-terminalni konec) 
WT mNLRP3-YFP  F- BamHI-NLRP3 R- YFP-rev 
Jedro F- BamHI-NLRP3 R-Jed-NLRP3-YFP 
Citoplazma F- BamHI-NLRP3 R-Cyto-NLRP3-YFP 
Plazemska membrana F-PM-NLRP3 R-YFP-rev 
Endoplazmatski retikulum F-ER-NLRP3 (ni uspelo) 
F-ER-TRE3G 
R- YFP-rev (ni uspelo) 
R-ER-TRE3G 
Golgijev aparat F-GA-NLRP3 R- YFP-rev 
Lizosom A F-BamHI-Lamp1 R-NLRP3-linker-Lamp1 
Lizosom B F-Lamp1-linker-NLRP3 R- YFP-rev 
Lizosom A+B F-BamHI-Lamp1 R- YFP-rev 
Mitohondrij A F-tom20 R-NLRP3-linker-Tom20 
Mitohondrij B F-tom20-linker-NLRP3 R- YFP-rev 
Mitohondrij A+B F-tom20 R- YFP-rev 
Peroksisom A F-BAMHI-kozak-PEK3 R-NLRP3-linker-PEK3 
Peroksisom B F-PEK3-linker-NLRP3 R- YFP-rev 
Peroksisom A+B F-BAMHI-kozak-PEK3 R- YFP-rev 
3.2.3 Kloniranje  
Konstrukti iz banke Addgene so prispeli v obliki plazmidov v bakterijah (Preglednica 10). 
Mišji NLRP3-YFP z ustrezno lokalizacijsko sekvenco smo pripravili z metodo PCR, 
uporabili smo polimerazo Phusion HF in oligonukleotidne začetnike, navedene v 
Preglednici 14. Konstrukt smo vnesli v plazmid pRetroX-Tre3G na restrikcijskih mestih 
BamHI/EcoRI. Za vse konstrukte, razen za ER smo klonirali s klasičnimi tehnikami 
kloniranja, ki vsebujejo korake verižne reakcije s polimerazo (PCR), restrikcijo, ligacijo, 
transformacijo bakterijskih celic in izolacijo plazmidne DNA. Pri konstruktu za ER smo se 
poslužili metode kloniranja po Gibsonu, saj smo bili po prvotni metodi neuspešni. V ta 
namen smo zaporedje z lokalizacijsko značko z ustreznim ujemalnim zaporedjem naročili 
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kot sintetični genski fragment (GeneStrand, Eurofins). Vse konstrukte smo preverili s 
sekvenciranjem DNA (GATC). 
3.2.1.1 Klasično kloniranje 
3.2.1.1.1 Nacepljanje bakterij s plazmidi 
Konstrukte, ki smo jih dobili, smo nacepili v tekoče gojišče. S sterilnim zobotrebcem smo 
se dotaknili kolonije bakterij ter zobotrebec prestavili v posodico s tekočim gojiščem z 
dodanim ampicilinom (10 µl ampicilina v 10 mL tekočega gojišča). Plazmidu s 
konstruktom za PEX3 smo namesto ampicilina dodali spektinomicin, saj je vseboval 
rezistenco na spektinomicin. Bakterije smo inkubirali preko noči pri 37°C in stresanjem pri 
160 vrt/min. 
3.2.1.1.2 Izolacija plazmida  
Ko so se bakterije namnožile, smo iz njih izolirali plazmide. Celice v tekočem gojišču smo 
prenesli v plastične epruvete in jih centrifugirali eno minuto pri 10.000 vrt/min. Celicam 
smo nato odlili supernatant ter izolirali plazmide s kompletom GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit po navodilih proizvajalca. Izoliranim plazmidom smo izmerili koncentracijo na napravi 
NanoDrop 1000 in jih shranili pri -20°C do nadaljnje uporabe.  
3.2.1.1.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Konstrukte smo pomnoževali z verižno reakcijo s polimerazo (PCR angl. polymerase chain 
reaction). Uporabili smo 50 ng vzorca DNA, to je našega konstrukta, ki smo ga želeli 
pomnožiti. V preglednici 15 je opisana reakcijska mešanica za pomnoževanje PCR. 
Uporabljene kombinacije oligonukleotidnih začetnikov za določen konstrukt so napisane v 
preglednici 14 na strani 30. Pogoji pri katerih smo reakcijo izvedli so opisani v preglednici 
16. Pri konstruktu za ER smo morali osnovne pogoje reakcije spremeniti, saj je šlo za 
daljši konstrukt, zato smo podaljšali čas podaljševanja (Preglednica 17). 
 
Preglednica 15: Reakcijska mešanica za pomnoževanje PCR 
Kemikalija Volumen (µL) 
Polimeraza Phusion 0,5 
DNA (50 ng) 1 
10 µM Začetni oligonukleotid (vodilni) 2,5 
10 µM Začetni oligonukleotid (povratni) 2,5 
5x HF pufer 10 
dNTP 1 
MQ voda 32,5 
Končni volumen 50 
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Preglednica 16: Temperaturni profil pomnoževanja. 
Korak Temperatura Čas 
Začetna denaturacija 98 °C 1 min 
30 ciklov 98°C 69°C 72°C 10 sek 30 sek 2 min 
Končno podaljševanje 72 °C  8 min 
Shranjevanje 10 °C ∞ 
 
Preglednica 17: Temperturni profil pomnoževanja konstrukta za lokalizacijo na ER. 
Korak Temperatura Čas 
Začetna denaturacija 98 °C 1 min 
35 ciklov 98°C 59 °C 72°C 10 sek 30 sek 8 min 
Končno podaljševanje 72 °C  8 min 
Shranjevanje 10 °C ∞ 
 
Vzorce za jedrno, citoplazemsko, lokalizacijo na celično membrano in Golgijev aparat smo 
po končani PCR reakciji očistili s kompletom GeneJET PCR Purification. Še prej, smo 
uspešnost reakcije preverili tako, da smo del vzorca iz končane PCR reakcije nanesli na 
agarozni gel in preverili, če je bilo pomnoževanje uspešno. Na koncu smo vzorce eluirali v 
30-50 µL elucijskega pufra ali MQ vode. Vzorci so bili pripravljeni za restrikcijo. 
 
Celotno vsebino vzorcev za lokalizacijo na lizosom, mitohondrij in peroksisom smo po 
končani PCR reakciji nanesli na 1% agarozni gel (poglavje 3.2.1.1.5 na strani 33), ter jih 
izrezali iz gela s kompletom GeneJET PCR Purification. Pri teh vzorcih je šlo za 
dvostopenjsko reakcijo z verižno polimerazo, zato smo po čiščenju PCR reakcije oba 
fragmenta DNA združili v eno epico ter ponovili PCR reakcijo. Za lokalizacijo na lizosom 
smo združili očiščene PCR produkte Lamp1 in NLRP3-YFP, za lokalizacijo na 
mitohondrij smo združili vzorce za Tom20 in NLRP3-YFP in za lokalizacijo na 
peroksisom smo združili vzorca PEX3 in NLRP3-YFP. Ponovili smo PCR reakcijo, jo 
očistili s kompletom GeneJET PCR Purification in vzorce na koncu eluirali v 30-50 µL 
elucijskega pufra ali MQ vode. Vzorci so bili tako pripravljeni na restrikcijo. 
3.2.1.1.4 Restrikcija  
PCR produkt in željen plazmidni vektor smo z reakcijo restrikcije razrezali z encimoma 
EcoRI in BamHI. Posebej smo pripravili restrikcijsko mešanico za vsak konstrukt 
(Preglednica 18). Razrezali smo tudi vektroski plazmid pRetroX-TRE3G (Preglednica 19). 
Reakcijsko mešanico smo inkubirali 2 uri pri temperaturi 37°C. 
 
Preglednica 18: Pogoji za reakcijo restrikcije produktov PCR so opisani 
Kemikalija Volumen  
EcoRI pufer 3 µL  
EcoRI encim 1,5 
BamHI encim 1,5 
Vzorec DNA 2 µg  
MQ voda do skupnega volumna 20 µL 
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Preglednica 19: Pogoji za reakcijo restrikcije plazmidnega vektorja pRetroxTre3G. 
Kemikalija Volumen  
EcoRI pufer 20 µL 
EcoRI encim 10 µL 
BamHI encim 10 µL 
Plazmidni vektor pRetroX-TRE3G 10 µg  
MQ voda do 200 skupnega volumna 200 µL 
3.2.1.1.5 Agarozna elektroforeza  
Vzorce smo po restrikciji nanesli na 1% agarozni gel, s katerim ločujemo vzorce velikosti 
med 500 in 10000 baznih parov. V 200 mL 1x TAE pufra smo raztopili 0,2 g agaroze. V 
mešanico smo dodali 7,5 µL EtBr za detekcijo vzorcev, mešanico smo nato vlili, vstavili 
glavniček ter počakali, da se je gel strdil. Nato smo gel prestavili v elektroforezno kadičko 
in nanesli vzorce, h katerim smo dodali 6x nanašalni pufer (dodali smo ga toliko, da je bil 
nanašalni pufer 6x redčen). Poleg vzorcev smo nanesli tudi velikostni standard DNA Page 
Ruler. Elektroforeza je potekala 40 min pri napetosti 120V. Po končani elektroforezi smo 
vzorce fotografirali. Vzorce smo s pomočjo UV transiluminatorja izrezali iz gela. Iz 
agaroznega gela izrezane DNA fragmente smo očistili s kompletom GeneJET PCR 
Purification. Na koncu smo vzorce eluirali v 30-50 µL elucijskega pufra ali MQ vode. 
3.2.1.1.6 Ligacija  
Preglednica 20: Pogoji za reakcijo ligacije 
Kemikalija Volumen (µL) 
5x pufer za hitro ligacijo 4 
100 ng vektorskega plazmida x 
DNA ligaza T4 1 
Vzorec DNA 12,84 
MQ voda do končnega volumna 20 µL 
Končni volumen 20 
 
V 1,5 mL mikrocentrifugirkah smo zmešali vse potrebne reagente (Preglednica 20) in jih 
inkubirali eno uro na sobni temperaturi. Naredili smo tudi kontrolo, tako imenovano 
prazno ligacijo, kjer smo namesto inserta dodali MQ vodo. Po končani ligaciji smo vzorce 
zamrznili do izvedbe transformacije. 
3.2.1.1.7 Transformacija celic  
Za transformacijo smo uporabili kompetentne bakterijske celice E. Coli Top10. Celice smo 
vzeli iz -80°C in jih 15-20 minut pustili na ledu, da so se počasi odtajale. S celicami smo 
delali zelo nežno, ker so zelo občutljive. Po 20 minutah na ledu smo celicam ob ognju 
dodali 15 µL vzorčkov z DNA. Celice smo 25 minut inkubirali na ledu. Nato smo jih za 4 
minute prestavili na termoblok na temperaturo 42°C. Zaradi toplotnega šoka so v 
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membranah celic nastale pore, preko katerih je plazmid lahko vstopil v celice. Po 4 
minutah smo jih ponovno 3 minute inkubirali na ledu. Celicam s plazmidom smo nato 
dodali 800 µL tekočega bakterijskega gojišča in jih eno uro stresali na 500 vrt/min pri 
temperaturi 37°C. Po eni uri inkubacije smo 100 µL celic razmazali na LBA plošče. 
Preostanek v epici smo centrifugirali, odstranili supernatant, resuspendirali pelet v 50 µL 
gojišča, in jih nacepili na drugo LBA ploščo. Plošče smo za 12 ur shranili v inkubator s 
temperaturo 37°C. Ko so celice zrasle, smo plošče prestavili v hladilnik na 4°C, da smo 
upočasnili njihovo rast. 
3.2.1.1.8 Nacepitev bakterij s plazmidi  
Transformirane bakterijske celice smo iz plošč nacepili v tekoče LB gojišče, ki smo mu 
dodali 10 µL ampicilina z založno koncentracijo 50 mg/mL. S sterilnim zobotrebcem smo 
se dotaknili ene bakterijske kolonije in ga sterilno prenesli v bakterijsko gojišče z 
dodatkom ampicilina. Tekoče gojišče smo inkubirali preko noči pri 37°C in stresanjem pri 
160 vrt/min. 
3.2.1.1.9 Izolacija plazmida, kontrolna restrikcija, agarozna EF 
Ko so se bakterije namnožile, smo iz njih izolirali plazmide s kompletom GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit. Izoliranim plazmidom smo izvedli reakcijo kontrole restrikcije, da 
smo preverili uspešnost transformacije. Pogoji za reakcijo kontrolne restrikcije so opisani v 
preglednici Preglednica 21. Po kontrolni restrikciji smo vzorce ponovno dali na gel. Če 
smo na gelu opazili dve lisi ustrezne velikosti, smo potrdili uspešnost priprave konstrukta. 
Ena lisa je tako naš konstrukt, druga pa vektor, v katerega je bil konstrukt vnešen. 
 
Preglednica 21: Pogoji za reakcijo kontrolne restrikcije 
Kemikalija Volumen  
EcoRI pufer 2 µL  
EcoRI encim 0,5 
BamHI encim 0,5 
Vzorec DNA ~500 ng  
MQ voda do skupnega volumna 20 µL 
Končni volumen 20 µL 
3.2.1.2 Kloniranje po Gibsonu  
Konstrukt za lokalizacijo na ERsmo pripravili z metodo po Gibsonu, ki je primernejša za 
kloniranje daljših konstruktov. Klonirali smo s komercialnim kompletom Gibson master 
mix, ki je vseboval DNA fragmentov s koktajlom treh encimov, in sicer eksonukleazo, 
DNA polimerazo in DNA ligazo, skupaj z vsemi potrebnimi pufri. V mešanico smo dodali 
produkt PCR vektor pRetroX-Tre3G-NLRP3-YFP in 40 ng sintetičnega fragmenta s 
sekvenco za lokalizacijo na ER, ki smo ga želeli vstaviti ter MQ vodo. Kloniranje je 
poteklo pri izotermni reakciji eno uro. Ker smo pomnoževali pRetroX-Tre3G-NLRP3-YFP 
  34 
Alič B. Vpliv lokacije proteina NLRP3 na tvorbo in delovanje inflamasoma.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
s PCR, je možnost, da je pri pomnoževanju prišlo do napak. Zato smo izvedli še restrikcijo 
in konstrukt ER-NLRP3-YFP ponovno ligirali v plazmid pRetroX-TRE3G.  
3.2.4 Sekvenciranje plazmidov in analiza sekvenc v programu Benchling  
Pripravljene konstrukte smo preverili s sekvenciranjem DNA (GATC). V epico smo dodali 
2,5 μL primerja s koncentracijo 10 μM, dodali smo 500 ng našega plazmida, ter v celotno 
mešanico dodali MQ vodo do skupnega volumna 10 μL. Tako pripravljeno mešanico smo 
poslali na sekvenciranje (GATC), ki je bilo izvedeno po Sangerjevi metodi. Za 
sekvenciranje smo uporabili 6 primerjev: Tre3G forward, ki nalega na glavno verigo in 
Tre3G reverse, ki nalega na komplementrano verigo. Oba nalegata na vektor, v katerem se 
insert nahaja. Uporabili smo še 4 primerje, ki nalegajo na glavno verigo (F4, F1, F2, F3), in 
sicer na zaporedje za protein NLRP3 (Preglednica 22). Uspešnost kloniranja smo s 
prejetimi sekvencami preverili v programu Benchling.V vseh konstruktih smo z danimi 
oligonukleotidnimi začetniki zajeli celotno zaporedje z lokalizacijsko značko in 
povezovalnim zaporedjem.  
 
Preglednica 22: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki in njihovo zaporedje za sekvenciranje pripravljenih 
plazmidnih konstruktov 
Ime Nukleotidno zaporedje 
F-pRetroX-TRE3G GTGATAGAGAACGTATGTCG 
F4 GCCTCCTGCAGAACC 
F1 ATCCATTGCAGGGAAGTGTC 
F2 GACTGCGAGCGGTTCTACTC 
F3 CACCAGTGCTGTTTCGACAT 
R-pRetroX-TRE3G TGGAATGTGTGCGAGGCCAG 
3.2.5 Delo s celičnimi kulturami 
3.2.5.1 Gojenje celičnih linij  
Celične linije smo gojili v mediju DMEM (angl. Dulbecco´s modified Eagle medium) z 
dodatkom 10 % fetalnega govejega seruma FBS (angl. Fetal bovine serum). Gojili smo jih 
v celičnem inkubatorju pri 37°C in 5% CO2. Za gojenje celic smo uporabili petrijevke z 
rastno površino 60 cm2. Pri menjanju gojišča smo s vakuumsko črpalko odsesali gojišče iz 
petrijevke. Dodali smo 10 mL svežega gojišča DMEM z dodanim 10% FBS. Če so se med 
rastjo celic začeli pojavljati skupki celic, smo celice odsesali s črpalko ter jim dodali 2 mL 
PBS pufra z dodatkom EDTA. S pipeto smo razbili skupke, da so se celice ločile med 
seboj. Dodali smo 8 mL svežega gojišča brez antibiotika, da so se celice hitreje pritrdile 
nazaj na podlago. Če so naslednji dan celice lepo rasle, smo jim ponovno dodali 
selekcijsko gojišče z dodanim antibiotikom.  
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3.2.5.2 Redčenje celičnih linij  
Ko celice dosežejo določeno gostoto na gojitveni površini, jih je za optimalno nadaljnjo 
rast potrebno ustrezno redčiti. Najprej smo celicam z vakuumsko črpalko odsesali staro 
gojišče ter dodali 5 mL PBS z dodanim EDTA. Počakali smo nekaj minut, da so se celice 
odlepile, ter jih nato ustrezen volumen odstranili iz petrijevke. Pustili smo le določen 
volumen celic, odvisno od faktorja redčitve, ter dodali svež medij do končnega voluma 10 
ml. Kolikšen volumen celic smo pustili v petrijevki za ustrezno redčitev je prikazano v 
preglednici Preglednica 23.  
 
Preglednica 23: Redčenje celic 
Redčitev Volumen celic (mL) Volumen dodanega gojišča do končnega 
volumna 10 mL (mL) 
1:2 5 5 
1:3 3,3 6,7 
1:5 2 8 
1:10 1 9 
3.2.5.3 Zamrzovanje mišjih makrofagov  
Ko so celice prerasle 90% površine petrijevke, smo jih zamrznili. Iz ene petrijevke smo 
pripravili dve krioviali celic. Celicam v petrijevki smo odsesali gojišče, jih sprali v 5 mL 
PBS, nato pa dodali 5 mL svežega gojišča. Celice smo prenesli v 15 mL centrifugirko ter 
jih 5 minut centrifugirali na 1200 vrt/min. Po centrifugiranju smo celicam odsesali 
supernatant ter jih resuspendirali v FBS z dodanim 10% DMSO ter jih prenesli v krioviale. 
V vsako kriovialo smo dodali 1 mL celic. Celice smo shranili na -80°C, po nekaj dneh pa 
jih prestavili na pare tekočega dušika -190°C.  
3.2.5.4 Odmrzovanje mišjih makrofagov  
Trajne celične kulture so bile shranjene na -190°C v kriovialah z govejim fetalnim 
serumom z dodanim 10% krioprotektantom DMSO. DMSO ob zamrzovanju preprečuje 
nastanek kristalov vode, ki bi lahko poškodovali membrane celic. Trajne celične kulture 
smo hitro odmrznili, jih odpipetirali iz vial in jih dodali v 15 mL centrifugirko z dodanimi 
10 mL svežega ogretega gojišča DMEM z dodanim 10% FBS. Celice smo s pipeto 
resuspendirali ter jih centrifugirali 5 minut na 1200 vrt/min. Po končanem centrifugiranju 
smo odsesali gojišče in peletu celic dodali 10 mL svežega ogretega gojišča. Celice smo s 
pipeto dobro resuspendirali, jih nacepili v gojitveno posodico ali petrijevko ter inkubirali 
na 37°C. 
 
  36 
Alič B. Vpliv lokacije proteina NLRP3 na tvorbo in delovanje inflamasoma.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
3.2.5.6 Transfekcija celic  
Vsi konstrukti za vnos v celične linije so bili vneseni v plazmid pRetroX-TRE3G, ki preko 
sistema TetON inducibilno izraža željen konstrukt. Gre za sistem, ki se ob dodatku 
doksiciklina (analog tetraciklina) aktivira prepis željenega gena. Replikativno 
nekompetentne retroviruse, potrebne za transdukcijo, smo pripravili v pakirnih celičnih 
linijah Gryphon Ampho, ki imajo stabilno vnesene gene za proteinsko ovojnico virusa in 
gag-pol. Linije smo odmrznili nekaj dni prej ter jih nacepili v plošče s 6 vdolbinicami s 
površino 9,026 cm2 tako, da je bila njihova gostota 2*10^6 celic/mL. Gojili smo jih v 
enakih pogojih kot imortalizirane mišje makrofage. Naslednji dan pa smo v 1,5 mL 
mikrocentrifugirko k 250 μL gojišča OPTIMEM dodali 4 μg plazmida pRetroX-TRE3G z 
željenim konstruktom. V novo 1,5 mL mikrocentrifugirko smo zmešali 10 μL 
Lipofektamina 2000 v 240 μL gojišča OPTIMEM. Obe mešanici smo inkubirali 5 minut. 
Po 5 minutah smo vsebini obeh mikrocentrifugirk združili in inkubirali 20 minut. 
Lipofektamin je omogočil transfekcijo plazmidne DNA v evkariontske celice z metodo 
lipidne transfekcije. Vsebuje lipide, ki v vodnem okolju tvorijo liposome, v katerih so ujeti 
plazmidi. Po končani inkubaciji smo celicam Gryphon Ampho po kapljicah dodajali 
pripravljeno transfekcijsko mešanico. Plazmid, ki smo ga transficirali vsebuje virusno LTR 
in zaporedje psi, ki omogoči, da v prisotnosti proteinov, ki gradijo retrovirus (ti pridejo iz 
linije za pakiranje) nastanejo retrovirusi, ki kot genom vsebujejo zaporedje z željenim 
konstruktom. Retrovirusi so se izločili iz celice v supernatant. Celice smo inkubirali na 
37°C. Naslednji dan smo celicam zamenjali gojišče, jih pogledali pod mikroskopom in pod 
fluorescenčno svetlobo v temnem prostoru preverili uspešnost transfekcije. Transfekcija je 
bila več kot 60% uspešna.  
3.2.5.7 Transdukcija celic  
V novo ploščo s 6 vdolbinicami smo nacepili recipientske celice imortilizirane mišje 
makrofage P3KOMo/Tet3G/D2 s koncentracijo 4*10^5 celic/vdolbinico, ki imajo izbit 
endogeni gen za protein NLRP3. Celice smo čez noč pustili v inkubatorju na 37°C. 
Naslednji dan smo recipientskim celicam zamenjali gojišče (1 mL gojišča DMEM + 
10%FBS + polibren(1µg/mL)). Retrovirusni supernatant iz celic Gryphon Ampho smo 
filtrirali skozi 0,45 µm filter. Počasi in nežno smo kapljali retrovirusni supernatant na 
recipientske celice. Uporabljali smo nastavke s filtri, ter uporabili dodatne zaščitne 
rokavice in rokavčnike. Odpadni material smo sproti razkuževali z varikino, površine pa z 
virkonom, ki viruse inaktivirata. Naslednji dan smo odstranili gojišče ter celice prenesli v 
petrijevke. Inkubirali smo čez noč na 37°C. Uspešnost transdukcije smo preverili pri 
transdukciji konstrukta, ki vsebuje zeleni fluorescenčni protein (vektor pMXs-GFP) z 
opazovanjem fluorescence pod mikroskopom. Vektorja pMXs- Za zagotavljanje rasti 
uspešno transduciranih linij smo celice gojili v gojišču z dodanim gentamicinom G418 (1.5 
µg/mL) in puromicinom (6 μg/mL). Opazovali smo celice in njihovo rast. Po potrebi smo 
menjali gojišče z antibiotikom. Vse delo, ki bi lahko vsebovalo prisotne retroviruse 
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(menjava gojišča liniji za pakiranje po transfekciji, žetje retrovirusa, in transdukcijo ter 
prestavitev transducirane linije v petrijevko) je izvedla somentorica dr. Iva Hafner 
Bratkovič. 
3.2.5.8 Štetje celic in nacepljanje celic za eksperimente 
Ko je bila gostota celic ustrezna, smo celice pripravili za eksperimente. Najprej smo 
celicam z vakuumsko črpalko odsesali staro gojišče ter dodali 3 mL PBS z dodanim 
EDTA. Počakali smo nekaj minut, da so se celice odlepile, nato pa jim dodali 7 mL 
svežega gojišča. Celice smo prenesli v svežo sterilno 15 mL centrifugirko. Najprej smo 
celice prešteli z napravo za avtomatizirano štejte celic LUNA. 10 µL celic resuspendiranih 
v gojišču smo prenesli v epico z dodanega 10 µL 0,4 % barvila tripan modro (1:1) in jih 
premešali s pipeto. 10 µL celic v barvilu smo nanesli na števno ploščico ter z napravo za 
štetje celic odčitali koncentracijo živih celic. Iz dobljene koncentracije celic smo 
preračunali, koliko jih je bilo potrebno redčiti, da smo dobili koncentracijo 1,5*106 
celic/mL. Preostale resuspendirane celice v centrifugirki smo centrifugirali 5 min na 1200 
vrt/min. Po centrifugiranju smo jim odsesali gojišče in dodali toliko svežega medija, da 
smo dosegli koncentracijo 1,5*106 celic/mL. 100 µL celic ustrezne koncentracije smo 
nanesli v sterilne plošče TPP s 96 vdolbinicami za vzorce namenjene imuno encimskemu 
testu in testu LDH. Na ploščo s 24 ali 48 vdolbinicami smo nacepili celice namenjene za 
prenos po Westernu. V ploščo s 24 vdolbinicami smo nanesli 500 µL celic, v ploščo s 48 
vdolbinicami pa smo nanesli 300 µL celic. Za mikroskopiranje smo celice nacepili na 
IBIDI ploščo z 8 vdolbinicami. Celice s koncentracijo 1,5*106 celic/mL smo 6-krat redčili. 
Na ploščo smo nanesli 50 µL celic. Celicam smo dodali 250 µL gojišča (Preglednica 24). 
 
Preglednica 24: Volumen dodanih celic, raztopine LPS in doksiciklina ter aktivatorjev. 
Plošča Koncentracija celic Volumen celic v 
vdolbinici 
Plošča s 96 vdolbinicami za test Elisa in LDH test 1,5 * 106 celic/ mL 100 µL 
Plošča s 48 vdolbinicami za prenos po Westernu 1,5 * 106 celic/ mL 300 µL 
Plošča s 24 vdolbinicami za prenos po Westernu 1,5 * 106 celic/ mL 500 µL 
IBIDI plošča za mikroskopiranje z 8 vdolbinicami 2,5 * 105 celic/ mL 300 µL 
3.2.6 Sprožitev prvega signala aktivacije inflamasoma 
Štiri ure po nacepitvi celic smo nanesli lipopolisaharid, ki aktivira prvi signal aktivacije 
inflamasoma. Celicam smo z vakuumsko črpalko odsesali supernatant ter v ustrezne 
vdolbinice dodali doksiciklin (1 µg/mL in 2,5 µg/mL), ki sproži ekspresijo NLRP3 in 
agonist receptorja TLR4, lipopolisaharid LPS (100 ng/mL). Raztopine LPS in doksiciklina 
smo pripravili v gojišču DMEM brez dodanega 10% FBS. Celicam smo dodali enak 
volumen raztopin spojin, kakor je bil volumen celic, ko smo jih nacepljali v plošče. Celice 
smo inkubirali pri 37°C do naslednjega dne. 
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Po prekonočni inkubaciji smo gojišče odstranili in dodali gojišče z aktivatorji, kar je 
podrobneje opisano v naslednjem podpoglavju. 
Makrofage smo gojili v različnih pogojih, samo v gojišču, samo v LPS, LPS+doksiciklin, 
LPS+doksiciklin+aktivator (nigericin, alum, silicijev oksid, imikvimod). Vsako celično 
linijo smo izpostavili vsem zgoraj opisanim pogojem v treh paralelkah. Nato smo zbrali 
celične supernatante in izmerili količino izločenih citokinov z ustreznimi encimsko-
imunskimi testi.  
 
Ob prvem izvajanju poskusa za imuno encimski test smo izvedli test samo z aktivatorjem 
nigericinom. Nanesli smo ga na dve plošči in sicer, v prvi plošči z doksiciklinom s 
koncentracijo 1 µg/ml in na drugi z doksiciklinom 2,5 µg/mL. Plošči za mikroskopiranje 
smo dodali doksiciklin v koncentraciji 1 µg/mL, v drugo vrstico pa samo LPS. Plošči za 
WB smo dodali samo LPS, ter doksiciklin s koncentracijo 1 µg/mL in 2,5 µg/mL. Za 
nadaljnje eksperimente smo na plošče nanašali doksiciklin samo v koncentraciji 1 µg/mL. 
 
Preglednica 25: Nanašanje raztopin sprožilcev prvega koraka aktivacije na ploščo in njihove koncentracije  
Spojina oz. 
kombinacija spojin 
Založna 
koncentracija 
Delovna 
koncentracija 
Končna koncentracija 
LPS  5 mg/mL 200 µg/mL 100 ng/mL 
Doksiciklin 6 mg/mL 200 µg/mL 1 µg/mL 
Doksiciklin 6 mg/mL 200 µg/mL 2,5 µg/mL 
LPS+ doksiciklin   100 ng/mL + 1 µg/mL 
100 ng/mL + 2,5 µg/mL 
Na plošče z nacepljenimi celicami smo za vsako celično linijo v treh zaporednih ponovitvah 
nanesli naslednje kombinacije: 
• samo gojišče DMEM brez dodanega 10% FBS (služi kot negativna kontrola oz. 
kontrola ozadja) ali samo doksiciklin (negativna kontrola) 
• samo LPS (kontrola prvega signala aktivacije, negativna kontrola) 
• LPS+ doksiciklin (kontrola, koliko se izločijo citokini brez dodanega aktivatorja) 
• LPS+doksiciklin+ ustrezni aktivator (vzorec, ki nas zanima) 
3.2.7 Sprožitev drugega signala aktivacije inflamasoma 
3.2.7.1 Plošče s 96 vdolbinicami za imuno encimski test 
Naslednji dan smo celicam odsesali supernatant ter na vsako ploščo s 96 vdolbinicami 
dodali raztopine ustreznih aktivatorjev (Preglednica 26) v gojišču DMEM brez dodanega 
FBS. Na plošče smo nanesli aktivatorje nigericin, silicijev oksid, alum in imikvimod. Za 
kontrolo smo na ploščo nanesli samo gojišče brez dodanega FBS. Pri pripravi in nanašanju 
nigericina, smo pazili, da smo ga hitro pipetirali, ker zelo hitro razpade. Ko smo na plošče 
nanesli aktivatorje smo plošče do vzorčenja inkubirali pri 37°C in 5% CO2. Nekajkrat smo 
prekonočno kulturo supernatantov za dodatno kontrolo shranili in jim izmerili količino 
izločenega IL-1β. 
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Preglednica 26: Priprava raztopin aktivatorjev 
Aktivator Založna 
koncentracija 
aktivatorjev 
Končna 
koncentracija 
aktivatorjev 
Volumen dodanega 
aktivatorja (µL) 
Čas 
inkubacije (h) 
Nigericin 13,4 mM 5 µM 100 1 
Silicijev oksid (NanoSiO2) 5 mg/mL 200 µg/mL 100 6 
Alum 40 mg/mL 500 µg/mL 100 6 
Imikvimod 1 mg/mL 20 µg/mL 100 24 
 
Ploščo s 96 vdolbinicami z dodanim nigericinom smo vzorčili 1 uro po nanosu, ploščo z 
nanešenim silicijevim oksidom in alumom smo vzorčili 6 ur po nanosu, ploščo z 
nanešenim imikvimodom pa smo vzorčili 24 ur po nanosu. Vsaki plošči smo pri vzorčenju 
odvzeli 75 µL supernatanta v novo nesterilno ploščo, izvedli LDH test, preostali 
supernatant pa smo shranili na -80°C do imuno encimskega testa. 
3.2.7.2 Plošče za prenos po Westernu 
Ploščam za prenos po Westernu nismo dodali aktivatorjev, ampak smo celicam odsesali 
gojišče ter jim dodali pufer za lizo sesalskih celic z dodanimi inhibitorji proteaz. Ploščo 
smo shranili pri -80°C do izvedbe prenosa po Westernu. 
3.2.7.3 IBIDI plošča za mikroskopiranje 
Ploščam za mikroskopiranje smo prav tako dodali nigericin in po eni uri mikroskopirali na 
konfokalnem mikroskopu Leica. 
3.2.8 Konfokalna mikroskopija 
Izražanje fuzijskega proteina NLRP3-YFP smo spremljali na konfokalnem mikroskopu 
Leica SP5 pri 630X povečavi z argonskim laserjem pri ekscitaciji 514 nm in spremljanjem 
signala (emisija) med 530 in 600 nm.  
3.2.9 Imuno encimski test  
Z encimsko imunskim testom ELISA (angl. Enzyme linked immunosorbent assay) po 
navodilih proizvajalca (Thermo scientific) izmerili koncentracijo citokinov IL-1β, TNF-α 
in IL-6 v celičnem supernatantu. Pri izračunu koncentracije citokinov smo upoštevali 
ozadje merjenja in faktor redčitve. Na ploščo smo nanesli ustrezne redčitve primarnih 
protiteles, ki se vežejo na mišji IL-1β. Po koraku blokiranja nezasedenih mest z raztopino 
ELISPOT smo plošče spirali z napravo Tecan in nanesli vzorce ter redčitve standardne 
raztopine. Vzorce in standard smo redčili z raztopino ELISPOT. Po dveh urah inkubacije, 
ko so se na primarna telesa, vezana na plošči ujele molekule IL-1β, smo plošče spirali ter 
nanesli ustrezne redčitve detekcijskih protiteles, označenih z biotinom. Po končani 
inkubaciji smo plošče ponovno sprali in nanesli streptavidin z vezanim encimom hrenova 
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peroksidaza. Streptavidin se je vezal na biotin na detekcijskih protitelesih. Po eni uri smo 
dodali substrat TMB, ki je reagiral z encimom na detekcijskih protitelesih. Vizualno smo 
opazovali potek reakcije, ko je reakcija potekla, smo jo ustavili z raztopino za ustavitev 
reakcije. Na napravi Synergy mix v programu Gen5.1.10 smo izmerili absorbanco ter v 
excelu analizirali podatke. Rezultate smo analizirali tako, da smo naredili enačbo premice 
iz meritev koncentracij standardne raztopine željenega proteina. Iz dobljene enačbe smo 
izračunali koncentracijo ustreznih citokinov v naših vzorcih.  
3.2.10 Test BCA  
S testom z bikinhonsko kislino (BCA) smo določili koncentracijo proteinov v naših 
vzorcih. Na ploščo s 96 vdolbinicami smo nanesli 5 µL vzorca celičnega lizata, vzorcem 
smo dodali 25 µL MQ vode. Na ploščo smo dodali še 30 µL standardne raztopine 
proteinov za umeritveno krivuljo. Za standard smo uporabili redčitve govejega serumskega 
albumina (BSA). Koncentracije standardov so bile 1 mg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 
μg/mL, 62,5 μg/mL, 31,75 μg/mL ter MQ voda. Raztopino bikinhonske kisline in bakrovega 
(III) sulfata smo zmešali v razmerju 50:1 ter v vsako luknjo na plošči dodali 200 µL 
raztopine. Ploščo smo ovili v srebrno folijo in jo inkubirali 30 minut na 37°C. Nato smo na 
napravi Synergy mix v programu Gen5.1.10 izmerili absorbanco pri 562 nm ter v 
programu Excel analizirali rezultate. Z umeritveno krivuljo smo preračunali koncentracije 
proteinov v naših vzorcih. 
3.2.11 Poliakrilamidna gelska elektroforeza z NaDS  
Za poliakrilamidno elektroforezo smo pripravili 15% ločevalni gel ter 4% vstopni gel z 
debelino 1,5 mm. Najprej smo pripravili ločevalni gel ter ga vlili med stekelca, vpeta v 
stojala. Da je bil gel raven smo na vrh gela nalili malo izopropanola. Ko se je gel strdil smo 
izopropanol s filter papirjem odstranili in nato nanj vlili še 4% vstopni gel ter vanj vstavili 
glavniček. Vzorce za elektroforezo smo predhodno pripravili. V vzorcu smo imeli 30 μg 
proteinov, 4x NaDS vzorčni pufer, ki vsebuje reducent β-merkaptoetanol ter MQ vodo do 
ustrezne redčitve. Vzorce smo inkubirali 5 minut na 95°C ter jih do nanosa na gel shranili 
na -20°C. Elektroforezni gel smo nanesli v stojalo ter ga postavili v kadičko. Uporabili 
smo elektroforezni sistem BioRad. V notranjo kadičko smo do vrha nalili elektroforezni 
pufer za poliakrilamidno elektroforezo, v zunanjo kadičko pa smo nalili toliko pufra, da je 
bila prekrita spodnja elektroda in je bil sklenjen električni tok. Na gel smo nanesli 25 µL 
vzorcev, poleg vzorcev smo na gel nanesli tudi proteinski standard (Page Ruler Prestained 
Protein Ladder), ki loči proteine velikosti med 10 in 250 kDa. Elektroforeza je potekala 50 
minut pri stalni napetosti 200 V. 
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3.2.12 Prenos po Westernu 
Po končani elektroforezi smo vzorce iz gela prenesli na nitrocelulozno membrano (GE 
Healthcare). Izvedli smo mokri prenos, pri čemer smo sestavili sendvič iz gobice, filter 
papirja, elektroforeznega gela, nitrocelulozne membrane, filter papirja in gobice. Sendvič 
smo sestavili v posebno kaseto. To kaseto pa smo vpeli v stojalo, ki smo ga postavili v 
kadičko. V kadičko ter stojalo smo nalili pufer za prenos. Prenos je potekal s konstantnim 
mešanjem z magnetom in hlajenjem, zato smo v ta namen v kadičko vstavili tudi 
zmrzovalne vložke. Prenos po Westernu je potekal dve uri pri stalnem toku 350 mA. 
Po končanem prenosu smo nitrocelulozno membrano z vzorci eno uro ali čez noč 
inkubirali v pufru I-block, ki smo ga predhodno pripravili (Preglednica 4). Membrano smo 
nato čez noč inkubirali v 7 mL raztopine primarnih protiteles mišja anti-NLRP3/NALP3, 
mAb (Cryo-2). Protitelesa smo redčili z raztopino I-block v razmerju 1:1000. Membrano z 
raztopino protiteles smo zapakirali v prozorno folijo in jo inkubirali na hladnem na 
mešalniku pri 150 vrt/min. Naslednji dan smo membrano 2 minuti spirali v PBST pufru, ga 
odlili stran, ponovno spirali 15 minut, in nato spirali še trikrat po 5 minut. Membrano smo 
inkubirali v 7 mL raztopine sekundarnih kozjih proti-mišjihIgG-HRP protiteles. Protitelesa 
smo redčili z raztopino I-block v razmerju 1:3000. Membrano smo zapakirali vfolijo ter 
inkubirali 1,5 h na mešalniku pri 150 vrt/min. Ponovno smo spirali v pufru PBST. Po 
končanem spiranju smo membrano osušili ter nanjo nanesli reagent ECL (Amersham, GE 
Healthcare Life Sciences) ter SuperSignal West Pico (Thermo Scientific). Počakali smo 3 
minute, da se je razvila reakcija ter nato membrano slikali na napravi G:BOX, slike pa 
obdelali v programu Genesnap 7.09. 
3.2.13 LDH test celične smrti 
Za določanje smrtnosti celic smo uporabili komercialni komplet CyQUANT™ LDH 
Cytotoxicity Assay Kit. Test meri encimsko aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH). Če je 
encim prisoten zunaj celice, pomeni da so celice poškodovane in bo reagiral z substratom, 
ki ga uporabimo v testu. Količina sproščenega encima korelira z nekrotično celično smrtjo. 
Na sobni temperaturi smo ogreli pufer za lizo celic in raztopino za ustavitev reakcije. Po 
navodilih proizvajalca smo pripravili založno raztopino substrata ter nato skupaj s pufrom 
pripravili reakcijsko mešanico, ki smo jo zaščitili pred svetlobo. Kot pozitivna kontrola 
popolne smrtnosti celic so služile celice, tretirane z 0,2 % Tritonom X-100. Kot negativno 
kontrolo pa smo uporabili celice, ki niso bile tretirane z aktivatorji. Na ploščo s 96-imi 
vdolbinicami smo najprej nanesli 50 µL supernatanta, ki smo mu dodali 50 µL reakcijske 
mešanice. Ploščo smo zaščitili pred svetlobo in počakali, da se razvije reakcija. Potem smo 
dodali 50 µL raztopine za ustavitev reakcije in ploščam izmerili absorbanco pri 490 in 690 
nm z uporabo čitalca plošč SynergyMix in programa Gen 5.1.10 (Biotek) ter izračunali 
aktivnost LDH. 
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Citotoksičnost smo izračunali po formuli: 
 
CITOTOKSIČNOST (%) =          …(1) 
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4 REZULTATI 
4.1 KLONIRANJE POSAMEZNIH KONSTRUKTOV V VEKTOR pRetroX-TRE3G 
Z metodo kloniranja smo pridobili plazmide pRetroX-TRE3G z vstavljenim konstruktom 
NLRP3-YFP, ki poleg proteina NLRP3 nosi zapis za YFP, kar omogoči sledenje 
konstruktu v živih celicah. Vsak plazmid ima lokalizacijsko zaporedje, ki ga usmeri na 
določeno mesto v celici (jedro, plazemsko membrano, Golgijev aparat, mitohondrij, 
lizosom, endoplazmatski retikulum, citosol in peroksisom). Uspelo nam je pridobiti vse 
željene konstrukte, razen konstrukta za lokalizacijo v citosol. Pri tem konstruktu po 
končani PCR reakciji nismo dobili nobenega pomnožka, zato nismo mogli nadaljevati z 
nadaljnimi koraki kloniranja. Tudi pri konstruktu za lokalizacijo na ER smo na začetku 
imeli nekaj težav, saj po PCR reakciji z začetnimi oligonukleotidi F-ER-NLRP3 in R-YFP-
rev nismo dobili nobenega pomnožka. Zato smo se za ta konstrukt odločili za metodo 
lepljenja po Gibsonu, po kateri smo uspešno pripravili željeni konstrukt.  
 
Preglednica 27: Seznam plazmidnih konstruktov za lokalizacijo NLRP3 
Ime konstrukta Vrsta lokalizacije 
pRetroX-TRE3G Prazen vektor brez inserta 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP Ni specifične lokalizacije 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP-JED Jedro 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP-PM Plazemska membrana 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP-GA Golgijev aparat 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP-MITO Mitohondrij 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP-LIZO Lizosom 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP-ER Endoplazmatski retikulum 
pRetroX-TRE3G-NLRP3-YFP-PER Peroksisom 
4.2 PRIPRAVA IMORTALIZIRANIH MIŠJIH MAKROFAGOV, KI OB DODATKU 
DOKSICIKLINA IZRAŽAJO SPECIFIČNO LOKALIZIRAN NLRP3 
Z retrovirusno transdukcijo smo pripravili stabilne celične linije za naše nadaljnje poskuse. 
Vse zgoraj pripravljene konstrukte smo tako stabilno vnesli v mišje makrofage NLRP3-
KOMo/TET3G/D2 brez endogenega NLRP3. Za negativno kontrolo smo pripravili celično 
linijo brez NLRP3 (za začetno transfekcijo smo uporabili prazen vektor). Ta linija ni 
vsebovala gena za NLRP3, ker ima izbit gen za endogeni NLRP3 protein. Kot pozitivno 
kontrolo smo uporabili linijo, ki smo ji vstavili gen za NLRP3-YFP brez lokalizacijske 
značke. Skupaj smo tako za izvajanje poskusov imeli na voljo 9 celičnih linij, 7 linij za 
specifične lokacije v celici, eno pozitivno kontrolo in eno negativno kontrolo. Vse variante 
NLRP3 so se po dodatku doksiciklina in sprožilcev prvega koraka aktivacije izražali pod 
inducibilnim promotorjem v mišjih makrofagih.  
 
V preglednici 28 je seznam celičnih linij, ki smo jih pridobili z retrovirusno transdukcijo. 
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Preglednica 28: Seznam celičnih linij, ki smo jih pridobili z retrovirusno transdukcijo. 
Št. Ime celične linije Vrsta lokalizacije  
1 PRAZEN/ p3KO/D2 Ni gena za NLRP3  
2 NLRP3-YFP/p3KO/D2 Ni specifične lokalizacije  
3 NLRP3-YFP-JED/p3KO/D2 Jedro  
4 PM-NLRP3-YFP/p3KO/D2 Plazemska membrana  
5 GA-NLRP3-YFP/p3KO/D2 Golgijev aparat  
6 MITO-NLRP3-YFP/p3KO/D2 Mitohondrij  
7 LIZO-NLRP3-YFP/p3KO/D2 Lizosom  
8 ER-NLRP3-YFP/p3KO/D2 Endoplazmatski retikulum  
9 PER-NLRP3-YFP/p3KO/D2 Peroksisom  
4.3 SPREMLJANJE IZRAŽANJA NLRP3 Z METODO PRENOSA PO WESTERNU 
Izražanje NLRP3 ob dodatku doksiciklina smo opazovali s prenosom western v celičnem 
lizatu. Vzorcem smo najprej izmerili koncentracijo celotnih proteinov, tako da smo lahko 
nanesli primerljive količine vzorcev. Za kontrolo nanosa smo detektirali tudi β-aktin, 
katerega izražanje naj bi bilo enako v vseh celicah, zato služi kot kontrola, da se vzorci 
zares nahajajo na membrani. Pričakovane velikosti fuzij NLRP3-YFP z lokalizacijskimi 
značkami so: 146 kDa (NLRP3-YFP), 147 kDa (NLRP3-YFP-JED), 148 kDa (PM-
NLRP3-YFP), 149 kDa (GA-NLRP3-YFP), 162 kDa (MITO-NLRP3-YFP), 190 kDa 
(LIZO-NLRP3-YFP), 149 kDa (ER-NLRP3-YFP), 151 kDa (PER-NLRP3-YFP), velikost 
β-aktina pa je 45 kDa. Uporabljeni proteinski standard ima lise v velikostnem razredu: 250, 
130, 100, 70, 55, 35, 25, 15 in 10 kDa. Produkt NLRP3-YFP pričakujemo med 1. in 2. liso 
proteinske lestvice. β-aktin pa smo pričakovali med 5. in 6. liso.  
 
Slika 14: Izražanje proteina NLRP3 pri posameznih celičnih linijah in ob različnih koncentracijah 
doksiciklina (μg/mL). Zgornja vrstica prikazuje vrsto celične linije, številke v spodnji vrstici pa prikazujejo 
koncentracijo doksicilina v μg/mL, katerim so bile izpostavljene celice. GA- linija z lokalizacijsko značko za 
Golgijev aparat; JED- linija z lokalizacijsko značko za jedro; NLRP3-YFP-nevsiljena lokalizacija (pozitivna 
kontrola); P-linija s praznim vektorjem brez konstrukta (negativna kontrola). Puščica prikazuje liso, ki 
predstavlja izražen protein NLRP3 
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Slika 15: Izražanje proteina NLRP3 pri posamezni celičnih linijah in ob različnih koncentracijah 
doksiciklina (μg/mL). Zgornja vrstica prikazuje vrsto celične linije, številke v spodnji vrstici pa prikazujejo 
koncentracijo doksicilina v μg/mL, katerim so bile izpostavljene celice. P-linija s praznim vektorjem brez 
konstrukta (negativna kontrola); PM- linija z lokalizacijsko značko za plazemsko membrano; LIZO- linija z 
lokalizacijsko značko za lizosom; MITO- linija z lokalizacijsko značko za mitohondrij. Črni okvirčki 
prikazujejo liso, ki predstavlja mesto izraženega proteina NLRP3. 
 
 
Slika 16: Izražanje proteina Lamp1 s protitelesi anti-Lamp1 za detekcijo konstrukta LIZO-NLRP3-
YFP. Zgornja vrstica prikazuje vrsto celične linije, številke v spodnji vrstici pa prikazujejo koncentracijo 
doksicilina v μg/mL, katerim so bile izpostavljene celice. 
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Rezultati na slikah 14 in 15 prikazujejo izražanje proteina NLRP3-YFP pri specifični 
celični liniji in ob različnih koncentracijah doksiciklina. Za detekcijo smo uporabili 
protitelesa, ki prepoznavajo NLRP3. Iz rezultatov vidimo, da se v odsotnosti doksiciklina 
fuzije NLRP3-YFP ne izražajo, dodatek doksiciklina prav tako ne spremeni signala pri 
liniji, ki je bila transducirana s praznim vektorjem. Ugotovili smo, da pride ob dodatku 
doksiciklina do izražanja večine fuzijskih proteinov NLRP3-YFP z lokalizacijskimi 
značkami. Pri liniji, ki izraža varianto z lokalizacijo v jedro, smo sicer opazili tudi krajšo 
liso med 70 in 100 kDa, ki bi lahko bila razgradni produkt. Najslabše izražanje smo opazili 
pri konstruktu LAMP1-NLRP3-YFP, ki naj bi lokaliziran na lizosome. Poleg tega smo 
opazili dve specifični lisi. Da bi ugotovili, ali gre morda za razgradni produkt smo dodatno 
testirali membrano za prisotnost proteina Lamp1, ki služi kot značka za lokalizacijo na 
lizosom. Rezultati so prikazani na Slika 16 in ne kažejo prisotnosti tega proteina. Ker bi 
pričakovali, da bomo detektirali tudi endogeni Lamp1, nakazuje, da uporabljena protitelesa 
v danih pogojih niso delovala. 
 
 
Slika 17: Izražanje proteina NLRP3 pri posamezni celičnih linijah in ob različnih koncentracijah 
doksiciklina (μg/mL) ter izražanje β-aktina. Zgornja vrstica prikazuje vrsto celične linije, številke v 
spodnji vrstici pa prikazujejo koncentracijo doksicilina v μg/mL katerim so bile izpostavljene celice. Protein 
NLRP3 je prikazan s polno puščico, β-aktin (45 kDa), kot kontrola pa je prikazan s črtkano puščico. ER-
linija z lokalizacijsko značko za endoplazmatski retikulum; PER-linija z lokalizacijsko značko za 
peroksisom. 
  
Slika 17 prikazuje izražanje proteina NLRP3 pri linijah, ki imata vnesene variante NLRP3 
za lokalizacijo na endoplazemski retikulum in na peroksisom. V tem primeru za sprožitev 
izražanja NLRP3-YFP nismo uporabili koncentracije 2,5 μg/mL, ker smo v prvem 
eksperimentu potrdili, da za izražanje variant NLRP3 zadostuje koncentracija doksiciklina 
1 μg/mL. V obeh primerih smo pokazali, da se varianti, ki imata značko za lokalizacijo na 
peroksisom in endoplazmatski retikulum izrazita v prisotnosti doksiciklina. 
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S poskusi smo potrdili izražanje pri konstruktih z lokalizacijsko značko za endoplazmatski 
retikulum, peroksisom, plazemsko membrano, Golgijev aparat, mitohondrij, jedro ter pri 
pozitivni kontroli. Izražanje konstrukta z značko za lizosom je bilo zelo šibko. 
4.4 VIZUALNA DETEKCIJA PROTEINA NLRP3-YFP S KONFOKALNO 
MIKROSKOPIJO 
S prenosom western smo potrdili ustrezno izražanje večine načrtovanih konstruktov 
NLRP3-YFP. Fuzijski protein NLRP3-YFP smo kot osnovo uporabili prav z namenom, da 
bi njegovo lokalizacijo z uporabo konfokalne mikroskopije lahko preverili tudi v živih 
celicah. 
     
 
 
     
 
 
   
 
 
Slika 18: Izražanje proteina NLRP3 v različnih celičnih linijah z različnimi lokalizacijskimi značkami.  
Prazen vektor 
(negativna kontrola) 
Konstrukt NLRP3-YFP 
(pozitivna kontrola) 
Konstrukt NLRP3-YFP z  
lokalizacijsko značko  
za plazemsko membrano 
 
Konstrukt NLRP3-YFP z 
lokalizacijsko značko za 
Golgijev aparat 
Konstrukt NLRP3-YFP 
z lokalizacijsko značko 
za mitohondrij 
Konstrukt NLRP3-YFP z 
lokalizacijsko značko za 
peroksisom 
Konstrukt NLRP3-YFP 
z lokalizacijsko značko 
za lizosom 
Konstrukt NLRP3-YFP z 
lokalizacijsko značko za 
endoplazmatski retikulum 
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Na sliki 18 vidimo izražanje konstrukta NLRP3-YFP, ki smo ga spremljali s konfokalno 
mikroskopijo. V celicah, ki so bile transducirane z virusom, ki je vseboval prazen vektor 
(negativna kontrola), nismo opazili nespecifične fluorescence (ozadja). Divji tip NLRP3-
YFP zaznamo v citosolu in opazimo, da ne pride do lokalizacije na specifičen organel v 
celici. Pri konstruktu, ki vodi na plazemsko membrano je lokalizacija na plazemsko 
membrano zelo očitna, do nje pride tudi v celicah s konstrukti za lokalizacijo na Golgijev 
aparat, kjer je jasno vidna lokalizacija tako na GA kot tudi na plazemsko membrano. 
Lokalizacije v jedro nismo opazili, tako smo delo s to celično linijo opustili. Opazna pa je 
lokalizacija ustreznih variant na mitohondrije, peroksisome, lizosome in ER. Za dokončno 
potrditev lokalizacije na specifične organele bi bilo potrebno pobarvati posamezne 
organele z ustreznimi barvili in spremljati kolokalizacijo s signalom YFP. 
 
 
       
 
 
       
 
      
 
Slika 19: Mikroskopske slike celičnih linij stimulirane z LPS (levo) ter LPS+ doksiciklin + nigericin (desno), 
z rumeno označenim proteinom NLRP3 s specifično lokalizacijsko značko. 
NLRP3-YFP 
LPS + dox + nig 
MITO-NLRP3-YFP 
LPS + dox + nig 
PM-NLRP3-YFP 
LPS + dox + nig 
GA-NLRP3-YFP 
LPS + dox + nig 
LIZO-NLRP3-YFP 
LPS + dox + nig 
LPS + dox LPS + dox 
LPS + dox LPS + dox 
LPS + dox 
Prazen vektor 
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Zanimalo nas je tudi, kako na lokalizacijo posameznih variant NLRP3 vpliva dodatek 
aktivatorja nigericina. Na Sliki 19 so prikazane fotografije, zajete s konfokalno 
mikroskopijo, ki prikazujejo izražanje konstrukta NLRP3-YFP v različnih celičnih linijah z 
različnimi lokalizacijskimi značkami brez in s stimulacijo z 10 μM nigericinom. Leva slika 
vsake celične linije prikazuje stanje brez stimulacije z nigericinom, desna pa celice, ki so 
bile stimulirane z 10 μM nigericinom eno uro pred mikroskopiranjem. Vse celice so bile 
tretirane z LPS in doksiciklinom. Opazili smo, da dodatek nigericina močno oslabi signal 
YFP, kar je pričakovano, saj nigericin povzroča številne spremembe v celici, kot sta izguba 
mitohondrijskega potenciala (Zhou in sod., 2011), reorganizacijo citoskeleta (Burger in 
sod., 2016), in na koncu piroptozo, ki je nekrotična celična smrt. Za NLRP3-YFP je 
somentorica že predhodno pokazala, da se ob dodatku nigericina kopiči v perinuklearni 
regiji (Hafner-Bratkovič, 2018). 
4.5 VPLIV LOKACIJE NLRP3 NA AKTIVACIJO INFLAMASOMA 
Da bi preverili aktivacijo NLRP3 z aktivatorji nigericinom, alumom, silicijevim oksidom 
in imikvimodom smo v supernatantih makrofagov z encimsko imunskim testom izmerili 
koncentracijo izločenega citokina IL-1β. Ob aktivaciji inflamasomov aktivirana kaspaza-1 
cepi citokin proIL-1β v njegovo zrelo in aktivno obliko, ki se izloča iz celice. Poleg tega 
kaspaza-1 cepi tudi protein gasdermin D, ki tvori pore v membrani in povzroča celično 
smrt, imenovano piroptoza. Ker gre za nekrotično celično smrt, jo lahko spremljamo s 
testom aktivnosti LDH v celičnem gojišču. 
4.5.1 Aktivacija NLRP3 z nigericinom  
Inflamasom se prične sestavljati in se aktivira pod vplivom različnih aktivatorjev. Eden od 
teh je nigericin. Nigericin je šibka hidrofobna karboksilna kislina in lipofilni ionofor, ki 
med vezavo na kation izgubi proton ter tvori nevtralni kompleks, ki difundira preko celične 
membrane in deluje kot prenašalec ionov. V protonirani obliki omogoči izmenjavo 
kalijevih in vodikovih ionov preko celične membrane (Nicholls in Ferguson, 2013). 
Poveča permeabilnost celične membrane za kalijeve ione, posledica pa je zmanjšanje 
koncentracije kalijevih ionov v citosolu. To je signal za začetek sestavljanja inflamasoma 
in vodi v njegovo aktivacijo. Iz celice se prične izločati IL-1β, končni rezultat pa je 
piroptotična celična smrt (Katsnelson in sod., 2015).  
 
V našem poskusu smo celice izpostavili nigericinu in z imunoencimskim testom izmerili 
količino izločenega IL-1β. Poleg merjenja izločenega IL-1β smo pri aktivaciji z 
nigericinom merili tudi celično citotoksičnost (LDH test). Tako koncentracija IL-1β kot 
celična citotoksičnost sta pokazatelja aktivacije NLRP3 in piroptoze.  
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Slika 20: Spremljanje aktivacije inflamasoma NLRP3 v različnih celičnih linijah z merjenjem 
koncentracije IL-1β ob aktivaciji z nigericinom. Prvi stolpec na sliki prikazuje odziv celic, stimuliranih s 
100 ng/ml LPS (kontrola). Drugi stolpec prikazuje celice stimulirane z LPS in doksiciklinom (kontrola). 
Tretji stolpec prikazuje odziv celic, stimuliranih z LPS, doksiciklinom in aktivatorjem nigericinom. 
Eksperiment z nigericinom smo ponovili šestkrat za linije z lokalizacijsko značko za Golgijev aparat, lizosom 
in plazemsko membrano, petkrat za linijo z lokalizacijsko značko za mitohondrij in trikrat za liniji, ki 
lokalizirata na peroksisom in endoplazmatski retikulum. Na sliki so prikazani standardni odkloni, vsak 
stolpec pa prikazuje povprečje treh paralelk vsakega pogoja. 
 
 
Slika 21: Odstotki sproščenega encima laktat dehidrogenaze (LDH) ob aktivaciji z nigericinom. Prvi 
stolpec prikazuje odziv celic, stimuliranih samo z LPS (kontrola), drugi stolpec prikazuje celice stimulirane z 
LPS in doksiciklinom (kontrola). Tretji stolpec prikazuje odziv celic, stimuliranih z LPS, doksiciklinom in 
aktivatorjem nigericinom. Četrti stolpec prikazuje odziv celic, katerim je bil dodan Triton X-100 in služi kot 
pozitivna kontrola 100% smrtnosti celic. Test laktat dehidrogenazne aktivnosti smo izvedli po navodilih 
proizvajalca. Eksperiment smo ponovili trikrat za linije z lokalizacijo na Golgijev aparat, lizosom, plazemsko 
membrano in mitohondrij ter dvakrat za liniji z lokalizacijo na endoplazmatski retikulm in peroksisom. 
 
Opazili smo, da rezultati LDH testa in izločenega IL-1β med seboj sovpadajo. Pri linijah, 
kjer je opazno povečano izražanje IL-1β, smo opazili tudi večjo smrtnost celic. Celice, 
stimulirane samo z LPS ali kombinacijo LPS in doksiciklina, niso izločale IL-1β. Ko smo 
celicam, stimuliranim z LPS, dodali še aktivator, smo opazili sproščanje IL-1β. Vrednosti 
izločanja IL-1β (Slika 20) in merjenja celične smrtnosti (Slika 21) prikazujejo, da topni 
aktivator inflamasoma NLRP3 nigericin znatno aktivira variante NLRP3 z lokalizacijsko 
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značko za Golgijev aparat in endoplazmatski retikulum. Opazimo tudi izločanje v liniji za 
lokalizacijo na peroksisom. Sliki prikazujeta rezultate testov istega celičnega supernatanta.  
4.5.2 Aktivacija NLRP3 s silicijevim oksidom in alumom  
Celične linije smo izpostavili tudi delovanju trdnih aktivatorjev silicijevemu oksidu in 
alumu. Silicijev oksid in alum sta trdna delca, ki inflamasom NLRP3 aktivirata na podoben 
način. Glavni razlog za aktivacijo inflamasoma in posledično sproščanje IL-1β pri trdnih 
delcih je oksidativni stres celice. Neravnovesje oksidantov celici, ki je posledica prisotnosti 
trdnih delcev v celici vodi v aktivacijo inflamasoma (Peeters in sod., 2014). Hornung in 
sod. (2008) so pokazali, da trdni delci, kot je silicijev oksid vodijo v poškodbe in 
destabilizacijo lizosomov. Lizosomi s fagocitozo sprejmejo trdne delce v celice, potem pa 
pride do njihovih poškodb in disociacije TXNIIP in TRX, kar povzroči aktivacijo NLRP3 
ter posledično pospeši izločanje IL-1β (Peeters in sod., 2014).  
 
V našem poskusu smo celice izpostavili določenim koncentracijam trdnih aktivatorjev 
silicijevega oksida in aluma ter z imunoencimskim testom izmerili količino izločenega IL-
1β, s katerim določamo aktivacijo NLRP3. Celice, stimulirane samo z LPS ali kombinacijo 
LPS in doksiciklina so služile za kontrolo in niso izločale IL-1β, saj do aktivacije 
inflamasoma ni prišlo. Ko smo celicam dodali še aktivator, smo pri določenih linijah 
opazili sproščanje IL-1β. 
 
Slika 22: Spremljanje aktivacije inflamasoma NLRP3 v različnih celičnih linijah z merjenjem 
koncentracije IL-1β ob aktivaciji s silicijevim oksidom in alumom. Prvi stolpec prikazuje odziv celic 
stimuliranih z LPS (kontrola). Drugi stolpec prikazuje celice, stimulirane z LPS in doksiciklinom (kontrola). 
Tretji stolpec prikazuje odziv celic, stimuliranih z LPS, doksiciklinom in aktivatorjem silicijevim oksidom, 
četrti stolpec pa prikazuje odziv celic, stimuliranih z LPS, doksiciklinom in aktivatorjem alum. Eksperiment 
z silicijevim oksidom in alumom smo ponovili štirikrat za linije z lokalizacijsko značko za Golgijev aparat, 
lizosom, mitohondrij in plazemsko membrano in dvakrat za linijo z lokalizacijsko značko za endoplazmatski 
retikulum in peroksisom. Na sliki so prikazani standardni odkloni, vsak stolpec pa prikazuje izračunan 
rezultat treh paralelk vsakega pogoja. 
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Ob dodatku aktivatorjev silicijevega oksida in aluma se pričnejo procesi aktivacije 
inflamasoma. Zrela kaspaza-1 cepi provnetni citokin proIL-1β, ki postane zreli citokin IL-
1β in se izloči iz celice ter ga lahko izmerimo. Z merjenjem koncentracij IL-1β smo dobili 
podobne rezultate kot pri aktivatorju nigericinu. Če odziv celic primerjamo z odzivom 
celic, transduciranih s praznim vektorjem, opazimo, da je do aktivacije inflamasoma prišlo 
pri obeh aktivatorjih pri linijah, ki lokalizirajo na endoplazmatski retikulum in Golgijev 
aparat.  
4.5.3 Aktivacija NLRP3 z imikvimodom  
Za aktivacijo inflamasoma smo uporabili tudi aktivator imikvimod. Gre za majhno 
molekulo, ki se veže na Toll-u podobni receptor in vodi v aktivacijo inflamasoma NLRP3. 
Imikvimod inhibira kinon oksidoreduktazo in mitohondrijski kompleks 1. To vodi v 
nastanek kisikovih reaktivnih spojin ter v aktivacijo inflamasoma s pomočjo proteina 
NEK7 (Groβ in sod., 2016), naj pa bi bila aktivacija s tem sprožilcem neodvisna od iztoka 
kalijevih ionov. Tudi v tem primeru smo merili koncentracijo izločenega citokina IL-1β. 
 
 
Slika 23: Spremljanje aktivacije inflamasoma NLRP3 v različnih celičnih linijah z merjenjem 
koncentracije IL-1β ob aktivaciji z imikvimodom. Prvi stolpec prikazuje celice z doksiciklinom (kontrola). 
Drugi stolpec prikazuje odziv celic, stimuliranih z LPS in doksiciklinom (kontrola). Tretji stolpec prikazuje 
stimulacijo z doksiciklinom in imikvimodom, četrti stolpec pa prikazuje odziv celic, stimuliranih z LPS, 
doksiciklinom in aktivatorjem imikvimodom. Eksperiment z imikvimodom smo ponovili štirikrat za linije z 
lokalizacijsko značko za Golgijev aparat, lizosom, mitohondrij in plazemsko membrano in dvakrat za linijo z 
lokalizacijsko značko za endoplazmatski retikulum in peroksisom. Na sliki so prikazani standardni odkloni, 
vsak stolpec pa prikazuje povprečje treh paralelk vsakega pogoja. 
 
Ko smo dodali drugi signal aktivacije, aktivator imikvimod, se je pričel izločati IL-1β. 
Rezultate smo normalizirali na prazen vektor brez gena za NLRP3-YFP (prazen) in opazili, 
da do aktivacije z imikvimodom pride pri lokalizaciji na peroksisom, jedro, Golgijev aparat 
in plazemsko membrano. 
 
S konfokalno mikroskopijo in prenosom western smo dokazali specifično lokacijo 
konstrukta v celici in njegovo izražanje. Ker pa smo želeli izmeriti tudi aktivacijo 
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inflamasoma na specifični lokaciji smo merili koncentracijo izločenega IL-1β iz celice. Pri 
aktivatorju nigericinu smo opazili tudi celično citotoksičnost s testom LDH in opazili, da 
sovpada z rezulati imunoencimskega testa. Že prejšnje raziskave nakazujejo na to, da je 
lokacija kjer se inflamasom v celici nahaja, pomembna za njegovo aktivacijo ((Zhou in 
sod., 2011), (Chen in Chen, 2018)). Zato je pomembno, kje v celici je NLRP3 lociran. 
Opazili smo, da vsi trije aktivatorji povzročijo aktivacijo inflamasoma na podobnih 
lokacijah v celici, čeprav so si aktivatorji strukturno zelo različni. Z merjenjem 
koncentracij IL-1beta smo pri vseh aktivatorjih pokazali, da aktivacija inflamasoma poteče 
v linijah z lokalizacijo na endoplazmatski retikulum in Golgijev aparat. Pri aktivatorju 
nigericinu smo aktivacijo pokazali tudi za peroksisom, pri aktivatorju imikvimodu pa rahlo 
aktivacijo zaznamo tudi pri plazemski membrani. 
4.6 AKTIVACIJA INFLAMASOMA IN MERJENJE KONCENTRACIJE IL-6 IN TNF-α  
Aktivacija inflamasoma je dvostopenjski proces. V prvem koraku pride do aktivacije 
NFκB poti, dodatek aktivatorja pa je drugi korak, ki vodi v sestavljanje in aktivacijo 
inflamasoma. Hoteli smo pokazati, da pride do prvega koraka aktivacije, poti NFκB, ki ga 
sproži dodatek LPS. Njegovo uspešnost smo določili z merjenjem izločanja tumorskega 
faktorja nekroze (TNF-α) in citokina IL-6, ki ju izločajo makrofagi, stimulirani z LPS. 
Testirali smo supernatante celic, ki so bili v prvem koraku aktivirani z LPS in 
doksiciklinom, ter nato z aktivirani še z nigericinom in imikvimodom. Izločanje teh 
citokinov smo pričakovali v vseh celičnih linijah, tudi tam, kjer kasneje ni prišlo do 
aktivacije inflamasoma. Količino izločenega TNF-α in IL-6 smo določili z imunsko 
encimskim testom.  
 
 
Slika 24: Odziv pripravljenih linij mišjih makrofagov na prvi signal- spremljanje izločenega IL-6 
(pg/mL) ob aktivaciji z LPS in nigericinom. 1. stolpec: samo gojišče; 2. stolpec: LPS+doksiciklin 
(negativna kontrola); 3. stolpec: LPS+doksiciklin+nigericin.  
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Slika 25: Odziv pripravljenih linij mišjih makrofagov na prvi signal- spremljanje izločenega IL-6 
(pg/mL) ob aktivaciji z imikvimodom. 1. stolpec: LPS+doksiciklin (negativna kontrola); 2. stolpec: 
LPS+doksiciklin+imikvimod; 3. stolpec: doksiciklin+ imikvimod; 4. stolpec: doksiciklin (negativna 
kontrola). 
 
 
Slika 26: Odziv pripravljenih linij mišjih makrofagov na prvi signal- spremljanje izločenega TNF-α 
(pg/mL) ob aktivaciji z nigericinom. 1. stolpec: samo gojišče; 2. stolpec: LPS+doksiciklin (negativna 
kontrola); 3. stolpec: LPS+doksiciklin+nigericin. 
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Slika 27: Odziv pripravljenih linij mišjih makrofagov na prvi signal- spremljanje izločenega TNF-α 
(pg/mL) ob aktivaciji z imikvimodom. 1. stolpec: LPS+doksiciklin (negativna kontrola); 2. stolpec: 
LPS+doksiciklin+imikvimod; 3. stolpec: doksiciklin+ imikvimod; 4. stolpec: doksiciklin (negativna 
kontrola). 
 
V rezultatih vidimo, da do izločanja citokinov ne pride v makrofagih, ki vsebujejo samo 
gojišče ali imajo dodan samo doksiciklin. To je pričakovano, saj se prvi signal aktivacije še 
ni sprožil. Ob dodanem LPS in doksiciklinu se TNF-α in IL-6 pričneta izločati, saj LPS 
aktivira pot NFκB (slednjo aktivira tudi imikvimod) v vseh celičnih linijah. To potrjujejo 
tudi naši rezultati. S tem smo pokazali tudi, da med linijami ni večjih razlik v odzivu na 
prvi signal. Z merjenjem koncentracij TNF-α in IL-6 smo pokazali, da prva stopnja 
aktivacije inflamasoma poteče v vseh linijah, ne glede na to, ali v njih pride do sestavljanja 
in aktivacije inflamasoma ali ne. Neodzivnost nekaterih linij na drugi signal (aktivator 
inflamasoma) je torej posledica neaktivnosti variante NLRP3 in ne spremenjenega 
signaliziranja tekom prve stopnje aktivacije.  
4.6.1 Variante NLRP3-YFP z lokalizacijsko značko niso konstitutivno aktivne 
V primeru, da bi bila specifična lokalizacija NLRP3 zadostna za sprožitev sestavljanja 
inflamasoma bi pričakovali, da bi ustrezna lokalizacija povzročila konstitutivno aktivacijo 
inflamasoma NLRP3, gre za aktivacijo v odsotnosti drugega signala. Med izvajanjem 
poskusov smo nekajkrat odvzeli supernatant celic po sproženem prvem signalu aktivacije 
oz. po dodatku LPS, tik preden smo nanesli aktivatorje inflamasoma. Supernatantom smo 
nato z encimsko imunskim testom izmerili koncentracije IL-1β.  
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Slika 28: Spremljanje aktivacije inflamasoma NLRP3 v različnih celičnih linijah z merjenjem koncentracije 
izločenega po prekonočni inkubaciji z LPS (pg/mL). 
 
Ugotovili smo, da je zorenje IL-1β še največje pri konstruktu NLRP3-YFP brez 
lokalizacijske značke (to je običajno posledica prevelike ekspresije omenjenega 
konstrukta), kar pomeni, da vodenje NLRP3 na določene dele celic ne povzroči 
konstitutivne aktivacije.  
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5 RAZPRAVA 
Namen magistrske naloge je bil preveriti, kako lokalizacija NLRP3 vpliva na kanonično 
aktivacijo inflamasoma NLRP3. V ta namen smo pripravili 9 konstruktov, ki bi omogočili 
vsiljeno lokalizacijo NLRP3 na izbrane organele. Te konstrukte smo z retrovirusno 
transdukcijo vnesli v imortalizirane makrofage z izbitim genom za NLRP3, tako je bila 
varianta NLRP3-YFP tudi edina oblika NLRP3 v teh celicah. 
5.1 IZRAŽANJE IN LOKALIZACIJA 
Izražanje variante NLRP3-YFP v celici je bilo pod kontrolo inducibilnega promotorja, ki 
se aktivira ob dodatku doksiciklina. Iz prejšnjih izkušenj velja, da je v teh celicah po treh 
pasažah opaženo utišanje variant NLRP3 pod konstitutivnim promotorjem, zato smo se 
odločili za že predhodno vzpostavljen inducibilen sistem.  
 
Najprej smo s prenosom po Westernu preverili izražanje proteina NLRP3 v celičnih 
linijah. S tem smo hoteli pokazati ali se je NLRP3 sploh začel izražati ob dodatku 
doksiciklina in glede na jakost lise pokazali, kako močno je izražanje bilo. Pokazali smo, 
da se večina konstruktov izraža ob dodatku doksiciklina, saj smo opazili specifične signale 
pri primerni velikosti, ki jih v odsotnosti doksiciklina ali pri liniji, ki je bila transducirana s 
t.i. praznim vektorjem, ni bilo opaziti. Pri vzorcu z lokalizacijo na lizosom poleg željenega 
produkta opazimo še dodatno liso (Slika 15). Poleg tega je bilo izražanje šibkejše, saj gre 
za večji konstrukt in je posledično njegovo izražanje manjše, zato bi bilo smiselno 
podaljšati čas ekspozicije oz. na membrano nanesti večjo koncentracijo proteinov. Za 
kontrolo uspešnega prenosa proteinov celičnega lizata na membrano smo določili tudi 
prisotnost β-aktina na membrani. Da bi raziskali, ali gre za razgradni produkt ter določili 
mesto cepitve, smo vzorec te celične linije inkubirali tudi s protitelesi proti proteinu 
LAMP1 (42 kDa, se nahaja na N-koncu fuzijskega proteina) (Slika 16), vendar protitelesa 
pri danih pogojih niso delovala. Pri vzorcu z lokalizacijo na jedro sta vidni dve proteinski 
lisi. Predvidevamo, da je prišlo do cepitve proteina. 
 
Poleg samega izražanja nas je zanimalo, kje v celici se posamezni konstrukti nahajajo. Že 
tekom načrtovanja smo se odločili, da bomo za naše študije uporabili konstrukt, pri 
katerem je NLRP3 na C-koncu označen z rumenim fluorescenčnim proteinom, za katerega 
smo vedeli, da ga aktivirajo kanonični aktivatorji, podobno kot neoznačen NLRP3 
(Hafner-Bratkovič in sod., 2018). To nam je omogočilo, da lokalizacijo NLRP3 
spremljamo v živih celicah. Potrdili smo uspešno lokalizacijo na plazemsko membrano, 
mitohondrij, peroksisom, lizosom, endoplazmatski retikulum in Golgijev aparat. Pri divjem 
tipu smo konstrukt NLRP3-YFP zaznali razporejenega v celotnem citosolu in ni prišlo do 
specifičnega mesta nahajanja v celici. S konfokalno mikroskopijo smo za naštete linije 
potrdili našo prvo hipotezo, da ustrezna lokalizacijska značka vodi protein NLRP3 na 
specifično mesto v celici. Te hipoteze nam ni uspelo potrditi pri lokalizaciji na jedro. Pri 
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celični liniji, ki je vsebovala lokalizacijsko značko za Golgijev aparat smo opazili, da se 
konstrukt GA-NLRP3-YFP nahaja tudi na plazemski membrani. Da pride do zbiranja 
konstrukta je možno zato, ker se na Golgijevem aparatu tvorijo sekrecijski vezikli, ki 
potujejo do celične membrane in se ob izločanju snovi zlijejo z membrano. Če je na teh 
veziklih vezan NLRP3 se skupaj z membrano vezikla Golgijevega aparata zlije tudi ta. 
 
Poleg lokalizacije v odsotnosti aktivatorja NLRP3 smo naredili tudi poskusni eksperiment 
spremljanja lokalizacije NLRP3 v prisotnosti aktivatorja nigericina. Pri negativni kontroli 
(prazen vektor) ni bilo zaznanega signala, pri pozitivni kontroli (NLRP3-YFP) pa zaznamo 
protein v odsotnosti aktivatorja v celotnem citosolu in ne pride do specifične lokalizacije, 
kar smo tudi pričakovali. NLRP3-YFP se ob aktivaciji nahaja v perinuklearni regiji 
(Hafner-Bratkovič, 2018). Opazili smo tudi, da npr. v primeru lokalizacije na mitohondrije 
opazimo nižjo fluorescenco. Za bolj jasne rezultate bi se v nadaljnje lahko poslužili 
barvanja specifičnih celičnih organelov, s čimer bi še dodatno lahko potrdili lokacijo za 
želeni celični strukturi, na kateri se lokalizira protein NLRP3 ter spremljali, kaj se dogaja 
po dodatku aktivatorja v realnem času. Za konfokalno mikroskopiranje bi lahko celice tudi 
fiksirali in permeabilizirali, kar bi nam omogočilo tudi barvanje s specifičnimi protitelesi. 
5.2 VPLIV LOKALIZACIJE NA AKTIVACIJO KANONIČNE POTI 
Z mikroskopijo smo uspešno dokazali lokalizacijo konstrukta NLRP3-YFP na različna 
mesta v celici. Uspešna lokalizacija pa ni dovolj za aktivacijo inflamasoma ob dodatku 
aktivatorja. Zato smo z encimsko-imunskimi testi izmerili izločanje IL-1β, s čimer smo 
spremljali aktivacijo inflamasoma. Aktivacija inflamasoma lahko povzroči celično smrt, 
imenovano piroptoza. Za spremljanje celične smrti, ki tudi dokazuje aktivacijo 
inflamasoma NLRP3 smo izvedli test laktat dehidrogenazne aktivnosti (LDH test). Gre za 
encim, ki je ključen pokazatelj celičnih poškodb. Pri poškodbah celic opazimo povišano 
aktivnost tega encima v mediju. Pri naših poskusih smo vrednost LDH merili, da bi 
pokazali odstotek celične smrti pri posameznih linijah ob dodatku določenega aktivatorja. 
Ugotovili smo, da je citotoksičnost smiselno meriti ob dodatku aktivatorja nigericina, za 
ostale aktivatorje (alum, silicijev oksid in imikvimod) pa so bili rezultati testa LDH 
neodvisni od aktivacije inflamasoma NLRP3, zato smo se odločili, da nadaljnih testov 
LDH na teh aktivatorjih ne bomo delali. Neodvisnost celične smrti (piroptoze) od NLRP3 
in gasdermina za delčkaste aktivatorje so sicer pokazali lani Rashidi in sod. in je bilo takrat 
dokaj presenetljivo odkritje, mi pa smo ga z našimi eksperimenti potrdili. 
 
Naši rezultati so pokazali, da do povečanega izločanja LDH in s tem do večje 
citotoksičnosti pride pri pozitivni kontroli (NLRP3-YFP) in lokalizaciji na GA in ER. 
Naredili smo več ponovitev testa, ki so pokazali enake rezultate. Pri negativni kontroli 
smrtnost ni bila opazna. Hkrati so rezultati LDH testa korelirali z rezultati 
imunoencimskega testa istega supernatanta, saj so pokazali, da je količina sproščenega IL-
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1β povečana pri linijah, kjer pride tudi do večje piroptoze. Primerjali smo sproščanje IL-1β 
pod različnimi pogoji, in sicer ob samem LPS in doksiciklinu ali pa ob dodatku 
specifičnega aktivatorja z namenom, da bi ugotovili kolikšen vpliv ima posamezen 
aktivator na sproščanje IL-1β. Ugotovili smo, da dodatek aktivatorja občutno poveča 
sproščanje citokinov. Tam, kjer smo aktivirali le prvi signal aktivacije NLRP3 z LPS je 
prišlo do aktivacije TLR4/NF-κB poti, ki vodi do izražanja proinflamatornega citokina IL-
1β, ne vodi pa v aktivacijo NLRP3, saj ni prišlo do druge stopnje aktivacije NLRP3 preko 
kanonične poti, zato rezultati služijo kot kontrola. Možnost pa je, da pod temi pogoji pride 
do alternativne aktivacije NLRP3, ki jo aktivira samo stimulacija z LPS brez dodatka 
aktivatorja. 
 
Z našimi eksperimenti smo potrdili, da je do sproščanja IL-1β oz. aktivacije NLRP3 prišlo 
pri prisilnih lokalizacijah na ER in GA. S tem smo potrdili tudi drugo hipotezo, da je 
lokacija, kjer se je NLRP3 nahajal vplivala na aktivacijo inflamasoma NRLP3. Raziskava, 
ki sta jo izvedla Chen in Chen (2018) prav tako potrjuje aktivacijo NLRP3 z lokalizacijo 
na Golgijev aparat. Chen in Chen (2018) sta pokazala, da aktivatorji NLRP3 inducirajo 
razpad trans Golgijevega aparata. Na teh veziklih se potem nabira NLRP3, ki se z ionskimi 
vezmi poveže z molekulo Ptdlns4P, ki se nahaja v trans Golgijevem aparatu. Pravita, da je 
razpad Golgijevega aparata nujno potreben in da je to prvi in ključen stresni odziv, ki ga 
povzročijo aktivatorji NLRP3, da se prične polimerizacija ASC in sestavljanje 
inflamasoma. Prav tako trdita, da lokalizacija na cis in medial Golgijev aparat ne vodi do 
aktivacije inflamasoma NLRP3. Naši rezultati pa kažejo tudi na aktivacijo neodvisno od 
Golgijevega aparata, in sicer aktivacijo pri lokalizaciji na endoplazmatskem retikulumu pri 
vseh treh aktivatorjih. Pr aktivatorju nigericinu je do aktivacije prišlo tudi pri lokalizaciji 
na peroksisomih, pri aktivatorju imikvimodu pa je rahla aktivacija opazna tudi pri 
lokalizaciji na plazemsko membrano. Naši rezultati potrujujejo rezultate Chen in Chen 
(2018), ki sta pokazala, da lokalizacija na mitohondriju oz. translokacija NLRP3 na 
mitohondrij nima vpliva na aktivacijo inflamasoma. Tudi v naših rezultatih, kjer je bil 
konstrukt lokaliziran na mitohondriju ni prišlo do aktivacije NLRP3. Ugotovili smo, da do 
aktivacije ob lokalizaciji na lizosom ni prišlo nikjer. Eden od razlogov, zakaj pri tej celični 
liniji ne zaznamo aktivacije NLRP3 je to, da gre za relativno velik in slabo izražen 
konstrukt z značko, ki lokalizira na lizosom, da se protein ASC zaradi steričnih ovir ne 
more vezati na domeno PYD in posledično ne pride do sestavitve inflamasomskega 
kompleksa. V tem primeru nameravamo pripraviti drugačen konstrukt za lokalizacijo na 
lizosom. 
 
Za naše celične linije bi bilo dobro narediti klone ene celice in te klone uporabiti za 
nadaljnje teste. S tem bi zagotovili čimbolj homogene celične populacije, kar bi nam 
omogočilo predvsem večjo sinhronost celic pri mikroskopiranju. Tega se v magistrskem 
delu nismo lotili, ker je postopek pridobivanja klonov ene celice dolgotrajen. Klon ene 
celice bi ustvarili iz originalne celične populacije in jih ločili ter gojili ločeno, da bi 
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pridobili čisto linijo. Problem je, ker pri analizi heterogene celične populacije dobimo 
povprečni odziv v celotni populaciji, zato obstaja možnost, da rezultati niso v celoti 
reprezentativni in zakrijejo odziv ene celice.  
 
Z dodatnimi eksperimenti bi bilo smiselno raziskati pomen komleksa SCAP-SREBP2 v 
aktivaciji NLRP3. Guo in sod. (2018) v svoji raziskavi predstavijo molekularni 
mehanizem, ki povezuje metabolizem holesterola in aktivacijo inflamasoma NLRP3. 
Pokazali so, da je aktivacija inflamasoma NLRP3 povezana z zorenjem holesterolnega 
transkripcijskega faktorja SREBP2, ki regulira homeostazo holesterola. Kompleks SCAP-
SREBP2 je pomemben za prenos inflamasoma iz endoplazmatskega retikuluma na 
Golgijev apparat in v bližino mitohondrijev, kar je potrebno za uspešno aktivacijo 
inflamasoma. SREBP2 se sintetizira na endoplazmatskem retikulumu, aktiven pa postane, 
ko se nanj veže protein SCAP (ang. SREBP cleavage-activating protein), ki ga s cepitvijo 
pretvori v aktivno obliko. Ko so pospešili biosintezo holesterola z dodatkom statinov je 
prišlo do povečane aktivacije NLRP3. NLRP3, ki je interagiral z komplekosm SCAP-
SREBP2 se je translociral na Golgijev aparat. Ko pa so dodali sterolne molekule, 
inhibitorje SCAP-SREBP2 ali 25-HC so preprečili translokacijo NLRP3 in posledično ni 
prišlo do njegove aktivacije. Ideja je, da bi dodali različne spojine, ki so vpletene v 
biosintezno pot holesterola oz. kompleksa SCAP-SREBP2. Pričakovali bi, da bi do vpliva 
na aktivacijo NLRP3 prišlo pri celični liniji brez specifične lokalizacije, torej NLRP3-YFP, 
do efekta pa ne bi prišlo pri linijah, ki so lokalizirane na mesto, kjer se NLRP3 aktivira, 
torej Golgijev aparat in endoplazmatski retikulum. Vloga kompleksa SCAP-SREBP2 je 
namreč, da prenese NLRP3 na mesto aktivacije, za katerega menijo, da je v bližini 
Golgijevega apparat, ki se nahaja ob mitohondrijih, zato v linijah, ki vsebujejo 
lokalizacijske značke za mesto aktivacije, to ne bi smelo imelo vpliva.  
 
V prihodnje je odprto še mnogo idej za izvedbo eksperimentov, kjer želimo še dodatno 
potrditi vpliv lokalizacije na aktivacijo NLRP3 ter mehanizmov, ki so z lokalizacijo 
povezani. Razumevanje mehanizma lokalizacije NLRP3 ima namreč pomembno vlogo pri 
razumevanju celotne poti aktivacije in pomembnih molekul, ki so v to vpletene. 
Poznavanje poti, molekul in organelov, ki so povezani z NLRP3 aktivacijo je namreč 
osnova za določanje tarč terapevtikov. 
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6 SKLEPI  
• Na osnovi literature smo izbrali zaporedja lokalizacijskih značk ter načrtovali 
konstrukte za posamezno lokalizacijo. Določili smo začetne oligonukleotide za 
kloniranje posameznih konstruktov. 
 
• Konstrukte smo s kloniranjem prenesli v vektor pRetroX-TRE3G. Pri večini 
konstruktov je bila metoda klasičnega kloniranja uspešna, pri konstruktu za 
lokalizacijo na endoplazmatski retikulum pa smo bili uspešni s kloniranjem po 
Gibsonu. Kloniranje za lokalizacijo v citoplazmo ni uspelo.  
 
• Z metodo retrovirusne transdukcije smo uspešno ustvarili trajne celične linije mišjih 
makrofagov z izbitim genom za NLRP3, ki imajo stabilno vnesene variante za 
lokalizacijo NLRP3 na različne dele v celici.  
 
• S konfokalnim mikroskopiranjem smo vizualno spremljali lokacijo NLRP3 v celici. 
Prvo hipotezo smo potrdili za variante NLRP3 z lokalizacijskimi oznakami za 
plazemsko membrano, Golgijev aparat, mitohondrij, lizosom, endoplazmatski 
retiukulm in peroksisom so usmerile izražen protein na ustrezno mesto v celici. Pri 
lokalizaciji v jedro nismo bili uspešni. 
 
• Z različnimi testi smo ugotavljali aktivacijo NLRP3 in njegovo mesto aktivacije. Z 
imuno encimskim testom smo izmerili izločanje citokinov, s testom LDH smo 
izmerili odstotek piroptotičnih celic, z metodo prenosa po Westernu smo ugotovili 
izražanje proteina NLRP3 v posamezni celični liniji. 
 
• Ugotovili smo, da se inflamasom NLRP3 aktivira pri nespecifični lokalizaciji, 
lokalizaciji na Golgijevem aparatu ter endoplazmatskem retikulumu. S tem smo 
potrdili tudi drugo hipotezo, da celična lokalizacija vpliva na tvorbo in aktivacijo 
inflamasoma NLRP3. 
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7 POVZETEK 
Raziskovanje inflamasoma NLRP3 je zelo aktualno področje, saj si mnogi raziskovalci 
prizadevajo odkriti in razumeti delovanje novih regulatorjev njegove aktivacije. NLRP3 
ima pomembno vlogo pri obrambi pred patogeni, vendar napake pri njegovi signalizaciji 
povezujejo s pojavom različnih kroničnih vnetij in avtovnetnih bolezenskih stanj. Številne 
študije dokazujejo vpletenost inflamasomov pri boleznih, kot je npr. sistemski eritematozni 
lupus, revmatoidni artritis, sistemska skleroza, vnetna črevesna bolezen, Alzheimerjeva 
bolezen in diabetes. Problem je, ker mehanizem njegove aktivacije, ki nato vodi do 
bolezenskih stanj še ni popolnoma raziskan in se v zvezi z njegovim delovanjem postavlja 
še veliko vprašanj. 
 
Inflamasom NLRP3 se lahko aktivira na več različnih načinov. Najbolj raziskana je 
njegova kanonična aktivacija, pri kateri ima pomembno vlogo encim kaspaza-1. Med 
stimulacijo z LPS, se le-ta veže na receptor TLR4 in pride do sprožitve poti NF-κB, 
posledično pa se prične izražati provnetni citokin pro-IL-1β. Protein NLRP3, ki je eden od 
sestavnih delov inflamasoma je sestavljen iz tridelnega kompleksa, en del predstavlja N-
terminalna pirinska domena (PYD), centralni del predstavlja domena NACHT in tretji del 
predstavlja domena bogata z levcinskimi ponovitvami (LRR domena). Dodatek aktivatorja 
sproži drugi signal aktivacije, kjer NLRP3 oligomerizira in nase zbere protein ASC preko 
PYD domen obeh komponent. ASC se na NLRP3 zbira na način, da tvori filament v obliki 
heliksa. Proteini se tako zbirajo v inflamasomski kompleks v makro molekularne strukture 
v obliki točkastih agregatov. Tako sestavljen ASC nase zbere encim prokaspazo-1, kjer 
pride do njegove avtokatalitične cepitve v aktivno kaspazo-1 in s tem do njene aktivacije. 
Ta omogoči, da se iz celice začnejo sproščati zreli citokini IL-1β in da protein gasdermin D 
tvori pore v celični steni ter tako vodi v piroptozo.  
 
Mehanizem aktivacije inflamasoma predstavlja precejšnjo uganko. Prevladuje mnenje, da 
je ključ v celični lokalizaciji NLRP3, vendar so si objavljene študije pogosto nasprotujoče. 
Po dosedanjih raziskavah naj bi bil NLRP3 v aktivni obliki lociran na endoplazmatskem 
retikulumu, citosolu, membranah ER, ki so povezane z mithondrijem ter razstavljenem 
trans Golgijevem aparatu. 
 
V magistrski nalogi smo želeli preveriti vpliv lokalizacije NLRP3 na aktivacijo 
inflamasoma. Za razliko od obstoječih študij smo se odločili, da bomo NLRP3 s pomočjo 
ustreznih lokalizacijskih znač prisilno lokalizirali na določene lokacije v celici. Načrtovali 
smo konstrukte proteina NLRP3-YFP z ustreznimi lokalizacijskimi značkami ter jih z 
različnimi metodami kloniranja pripravili konstrukte. Z metodo retrovirusne transdukcije 
smo pripravili stabilne celične linije mišjih makrofagov z izbitim genom za NLRP3, ki ne 
izražajo endogenega NLRP3, torej je vnesena varianta edina oblika NLRP3. Celične linije 
smo najprej stimulirali z LPS, ki sproži prvi signal aktivacije NFκB ter dodali doksiciklin, 
ki sproži produkcijo NLRP3. Celice smo nato izpostavili še aktivatorjem inflamasoma, in 
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sicer nigericinu, silicijevemu oksidu, alumu in imikvimodu. Aktivacijo inflamasoma smo 
izmerili z imuno encimskim testom, kjer smo izmerili količino izločenega IL-1β, IL-6 in 
TNF-α. Merili smo izločanje laktat dehidrogenaze iz celice, s čimer smo določili odstotek 
piroptotičnih celic ter izvedli test prenosa po Westernu, s katerim smo določili količino 
izraženega NLRP3. Aktivacijo in lokacijo NLRP3 smo spremljali tudi z vizualnim 
opazovanjem celic s konfokalno mikroskopijo. 
 
Ugotovili smo, da se večina konstruktov NLRP3 izraža ob dodatku doksiciklina. Dokazali 
smo izražanje NLRP3 pri večini celičnih linij. Izražanja nismo opazili pri liniji, ki je imela 
lokalizacijsko značko za lizosom, pri lokalizaciji na jedro pa je prišlo do cepitve produkta. 
Rezultati konfokalne mikroskopije so nam pokazali, da so se variante NLRP3 s 
specifičnimi lokalizacijskimi oznakami nahajale na ustrezni celični lokaciji. Potrdili smo 
uspešno lokalizacijo na plazemsko membrano, mitohondrij, peroksisom, lizosom, 
endoplazmatski retikulum in Golgijev aparat. S tem smo potrdili prvo hipotezo, razen v 
primeru lokalizacije v jedro, kjer NLRP3 nismo zaznali. S konfokalno mikroskopijo smo 
spremljali lokalizacijo NLRP3 v prisotnosti nigericina. Ugotovili smo, da v prisotnosti 
aktivatorja ne pride do specifične lokalizacije, protein NLRP3 se nahaja v celotnem 
citosolu. 
 
Do aktivacije inflamasoma je prišlo v linijah, kjer je NLRP3 bil lociran na Golgijev aparat 
in endoplazmatski retikulum pri vseh treh aktivatorjih. Določeni rezultati so kazali tudi na 
aktivacijo inflamasoma na plazemski membrani in peroksisomu. Aktivacije na lizosomu 
nismo zaznali. Lahko je razlog prevelik konstrukt, zato bi bilo potrebno skonstuirati drugo 
lokalizacijsko značko. Rezultati encimsko imunskih testov so pokazali, da celična 
lokalizacija vpliva na tvorbo in aktivacijo inflamasoma NLRP3. Kanonično aktivacijo 
inflamasoma NLRP3 omogoča lokalizacija na poti endoplazmatski retikulum-Golgijev 
aparat, kaj je vzrok temu, pa bo tema naših nadaljnjih raziskav, s katerimi predvidevamo, 
da bomo pomembno doprinesli k razumevanju vloge lokalizacije NLRP3 pri aktivaciji 
inflamasoma. 
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